TESIS DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
PEDECIBA BIOLOGIA - SUB AREA BIOQUIMICA

Fe-superoxido dismutasas y

hemoperoxidasa hibrida tipo A
(ARX-CCR)en I eruzi

Aspectos enzimologicos, mecanisticos y su rol en la virulencia

MARIA
ALEJANDRA
MARTINEZ
D'ALTO

ORIENTADORES:

Dr. Rafael Radi
Dra. Lucia Piacenza

Departamento de Bioguimica
Facultad de Medicina
Universidad de la Republica
y
Centro de Investigaciones
Biomeédicas

Montevideo — Uruguay
2018






A mis padres, porque sin ellos no estaria aca

A Fede, por compartir su camino con el mio

“Ir y venir, sequir y guiar,
dar y tener, entrar y salir de fase.
Amar la trama mas que el desenlace”.

Jorge Drexler






& ]
Indice
Resumen
Introduccién
Trypanosoma cruzi
* Epidemiologia
e Ciclo de vida
Macroéfagos en la respuesta contra T. cruzi
* Especies reactivas derivadas del macréfago
o Radical superéxido y NOX-2
o Acidificacion del fagosoma y radical perhidroxilo
o Perdxido de hidrégeno y radical hidroxilo
o Induccion de la 6xido nitrico sintasa y produccién de *NO
o Peroxinitrito
o Diéxido de nitrégeno y nitracion proteica
e Efectos de las especies reactivas sobre patdgenos
Defensas antioxidantes de T. cruzi
e Tioles de bajo peso molecular
e Sistemas enzimaticos
o Ascorbato peroxidasa
Actividad peroxidasa
Localizacién subcelular y rol en la virulencia
o Superodxido dismutasas
Reaccion de dismutacion
Localizacién subcelular
Estructura y relaciones evolutivas
Nitracion
e Modulacion de la expresion de enzimas antioxidantes

Objetivos

co o0 U1 W W W w

w WO N 0N NN NNNNNNN R, R R Rl R
N P o 0 o 0y OO O A WOW R, OO NN N R

35

Capitulo 1. Estudio de las modificaciones nitro-oxidativas en la Fe-SODA y Fe-SODB

expuestas a peroxinitrito
e Resumen

e Materiales y métodos

39
40



e Resultados 47
* Discusion y conclusiones 61

Capitulo 2. Contribucion de la Fe-SODB a la virulencia de T. cruzi in vitro e in vivo

* Resumen 65
e Materiales y métodos 66
* Resultados 75
* Discusion y conclusiones 88

Capitulo 3. Rol de aminoacidos cercanos al hemo en el mecanismo catalitico de la TcAPx-

CcP y contribucion a la virulencia in vitro e in vivo.

* Resumen 93
* Materiales y métodos 94
e Resultados 98
* Discusién y conclusiones 103
Conclusion general y perspectivas 105
Agradecimientos 107
Bibliografia 111

Anexo - Abreviaturas 123



Resumen

Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, es un protozoario
hemoflagelado perteneciente a la familia de los kinetoplastideos capaz de invadir y
proliferar en células de mamiferos. Los macrofagos residentes forman parte de la primera
linea de defensa del huésped vertebrado. Durante la fagocitosis de T. cruzi se ensambla y
activa la enzima NADPH oxidasa (NOX-2) produciendo grandes cantidades de radical
superoéxido (02°) hacia el parasito internalizado durante al menos 90 min. Asimismo, en un
ambiente pro-inflamatorio, se induce la dxido nitrico sintasa macrofagica (iNOS) por lo que
se producen flujos concomitantes de dxido nitrico (*NO). El O»* y el *°NO reaccionan a una
velocidad controlada por difusion para formar peroxinitrito, un potente agente oxidante y
nitrante con actividad citotdxica comprobada hacia T. cruzi. En este sentido, T. cruzi posee
un amplio y complejo sistema antioxidante que le permite defenderse del ataque nitro-
oxidativo del huésped, proliferar y establecer la infeccion. Este sistema incluye moléculas
de bajo peso molecular, como la tripanotiona y el glutatidn, y enzimas antioxidantes.
Dentro de estas ultimas podemos encontrar a dos peroxirredoxinas, dos glutation
peroxidasas, una hemoperoxidasa hibrida tipo A llamada ascorbato/citocromo c-
peroxidasa (TcAPx-CcP) y cuatro superdxido dismutasas dependientes de hierro (Fe-SODs).
Estas enzimas poseen especificidad en la detoxificacién de distintas especies reactivas y se
localizan en diferentes compartimentos subcelulares. En esta tesis se estudian aspectos
bioquimicos-mecanisticos de las isoformas mitocondrial y citosélica de las Fe-SODs (Fe-
SODA y Fe-SODB respectivamente) y de la TcAPx-CcP expuestas a especies reactivas de
relevancia fisioldgica. Asimismo se evalla su contribucién a la invasidn y proliferacidén en
macroéfagos, asi como su rol en la etapa aguda de la Enfermedad de Chagas. Los resultados
obtenidos contribuyen al conocimiento de las reacciones redox en proteinas y a al rol que
poseen las enzimas antioxidantes en la virulencia del parasito.
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Introduccion

Trypanosoma cruzi

Epidemiologia

Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, es un protozoario
hemoflagelado perteneciente a la familia de los kinetoplastideos capaz de invadir y
proliferar en células de mamiferos!!). La enfermedad, que ha sido incluida por la OMS
dentro de las enfermedades olvidadas, sigue siendo un problema de salid publica en
América Latina donde se estima que viven entre 6-7 millones de personas infectadas y 28
millones en riesgo de contraer la enfermedad (OMS-2016). Asimismo, la enfermedad se
encuentra en proceso de diseminacién global como resultado de la migracidn (personas y
vectores), la co-infeccién con HIV, transfusiones sanguineas y el trasplante de érganos. De
hecho, un estudio realizado en 2012 estima que existen ~240.000 individuos infectados con
T. cruzi viviendo en los Estados Unidos?, donde la seroprevalencia general basada en las
donaciones de sangre evaluadas entre 2007 y 2008 fue de 1:27500).

La transmisién de la enfermedad es vectorial, transfusional, oral y congénita. En Uruguay
el principal vector transmisor (Triatoma infestans) ha sido erradicado, recibiendo en 2012
la certificacion de la OPS/OMS como el primer pais libre del insecto. Sin embargo, la
presencia del vector en paises limitrofes y la existencia de reservorios silvestres no eliminan
el riesgo de contraer la enfermedad por esta via. Desde 1985 el tamizaje serolégico de
Chagas en donantes de banco de sangre es obligatorio en nuestro pais, estimandose la
existencia de unas 8000-10000 personas cursando la etapa crdnica de la enfermedad. De
este total, se estima que un 20-30% desarrollardan formas cardiacas o digestivas de la
afeccion y entre un 2-8% de las gestantes infectadas transmitirdn el parasito al feto®.

Ciclo de vida

La enfermedad de Chagas pertenece al grupo de enfermedades transmitidas por vectores,
en este caso un insecto hematéfago del género Triatoma. El ciclo de vida del parasito
involucra un huésped invertebrado, en donde T.cruzi prolifera bajo la forma no infectiva
epimastigota, y un huésped vertebrado (Figura 1). Los epimastigotas se transforman a la
forma infectiva tripomastigota metaciclico en el sector terminal del intestino del insecto.
Esta diferenciacion (metaciclogénesis), le permite pre-adaptarse para invadir y sobrevivir
en el nuevo huésped. Los tripomastigotas metaciclicos (expulsados en las heces del insecto
luego de picar a un mamifero) invaden al huésped vertebrado via mucosas y/o heridas en
la piel donde infectan diferentes tipos celulares, proliferando en el citosol bajo la forma de
amastigotas (forma infectiva y replicativa). Luego de varios ciclos replicativos, los
amastigotas se transforman finalmente a tripomastigotas sanguineos los cuales son
capaces de lisar la célula y son responsables de la diseminacion de la infeccidn, siendo los
tejidos mas vulnerables el corazdn, tracto digestivo y sistema nervioso®5).
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Estadios en el triatoma
El triatoma se alimenta de sangre
{excreta los pomastigobes metaciclicos en
las haces, 05 ripomastigoles penelran en una
herida por momdeduna o en las mambranas
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Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.

Estadios en el humano

9 Los tripomastigotes metaciclicos
penetran varias células en el sitio
di la mordedura. Adentro se
transforman en amastigotes.

Los amastigobes se
multiplican por fisidén

. binaria en las células de
puedan infectar ciras S
células vy transformarse los tejidos infectados
an amastigotes intracelulares
formando sitios de infeccidn
nuevos. Las manifestaciones
clinicas resultan de este ciclo
infectante,

Les tripomastigotes

v amastigoles intracelulares

o se transforman en ipomastigotes,
revienian ka céluka y entran al
torrente circulatorio,
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Macrofagos en la respuesta contra T. cruzi

Los macroéfagos, junto a los neutréfilos y otras células reclutadas al sitio de invasion, forman
parte de la primera defensa del huésped frente al ingreso de patdgenos, controlando la
proliferacién y la diseminacion de T. cruzi®. Los macréfagos tisulares son células
fagociticas mononucleares cuyas tres funciones principales son 1) la fagocitosis de
microrganismos y/o elementos particulados 2) la presentacién de antigenos a los linfocitos
y 3) la liberacién de mediadores inmunes denominados citoquinas.

En las décadas del 70 y 80 numerosos investigadores estudiaron la invasion y multiplicacion
de T. cruzi en macréfagos!129), En estas células, la fagocitosis es el mecanismo de entrada
principal y juega un papel fundamental tanto para el parasito como para el hospedero?,
Inicialmente ocurre una expansion de la membrana plasmatica del macréfago que rodea al
pardsito y deriva en la formacidn de la vacuola parasitéfora. Un dato interesante respecto
a dicha vacuola es que durante la primera hora de interaccién el espacio existente entre la
membrana fagosomal y la del parésito es casi nulo!??), Este hecho, como veremos luego,
repercutird directamente en la alta concentracién de moléculas microbicidas que se
pueden alcanzar en el lumen del fagosoma. Posteriormente se fusionan endosomas vy
lisosomas cuyos contenidos contribuyen, junto a otras especies que mencionaremos mas
adelante, a la eliminacién del parasito!”),

En 1932 Baldridge y Gerard observaron que el proceso de la fagocitosis se acompafiaba de
un gran aumento transitorio del consumo de oxigeno el cual se denomind “estallido
respiratorio”3). En las siguientes décadas, se determiné en células polimorfonucleares
(PMN) que dicho aumento en el consumo de oxigeno era insensible a inhibidores
mitocondriales y que se acompafaba de un aumento en la ruta de las pentosas y en la
produccién de peréxido de hidrégeno (H20,)?* ). En 1963, lyer y Quastel sugieren por
primera vez que la activacion de una enzima llamada NADPH oxidasa (NOX) era la
responsable de estos fendmenos durante la fagocitosis®®). Sin embargo, recién en la
década de los 70, gracias a los trabajos realizados en células de pacientes con enfermedad
granulomatosa crénica (CGD), se demuestra que el producto de dicha enzima era el radical
superodxido (02°) y no el H20,27). Hoy en dia se conoce que la NOX presente en fagocitos
(NOX-2) es un complejo multienzimatico que en ausencia de estimulo se encuentra
inactivo. Durante la fagocitosis de T. cruzi, la sola exposicidn de estas células al parasito es
capaz de inducir el estallido respiratorio activando el complejo enzimatico de la NOX-2, el
cual se ensambla en la membrana de la vacuola parasitéfora, produciendo grandes
cantidades de 0, y de H,0 hacia el parasito internalizado durante 90 min{% 10, |3
importancia de la NOX-2 en el control de la infeccion se demostrd in vivo en ratones
knockout para diferentes componentes del complejo multienzimatico (p47 y gp91), los
cuales presentan mayor mortalidad por T. cruzi que el ratdn salvaje (del inglés: wild type,
WT).(ZS’ 29)

Por otro lado, pese a que ya en los afios 70 se habia observado que los macréfagos de
ratones pre-inmunizados con BCG*2 13 o derivados de monocitos humanos incubados con
linfocitos!*Y) controlaban de forma mas eficiente la infeccidn, fue recién en los 80 y 90 que
se comenzo a dilucidar el mecanismo detras de este fendmeno. Por un lado, se determind
tanto in vitro en macréfagos®°-3> como in vivo en ratones®%38) que la citoquina interferén-
v (IFN-y) cumplia un rol fundamental en el control de la infeccion por parasitos
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intracelulares, entre ellos T. cruzi. En 1989, Stuehr y col. mostraron que los macrofagos
murinos activados liberaban una molécula derivada de la L-arginina con actividad y
reactividad quimica igual a la del éxido nitrico (*"NO)3?). Dicha produccién era mucho mayor
y duraba mucho mas tiempo que la que se habia determinado anteriormente en células
endoteliales. Dado que el IFN-y aumentaba la produccién de *“NO en macréfagos murinos!%-
42) vy que los efectos del IFN-y observados en macréfagos in vitro eran revertidos en
presencia de inhibidores de la sintesis de dicho radical(30-3% 34 3% se atribuyé al *NO al
menos parte de los efectos del IFN-y en el control de T. cruzi. Esta hipdtesis fue confirmada
in vitro, utilizando dadores de *NO a concentraciones fisioldgicas, donde se observd que
esta especie era tdxica para T. cruzi*® *¥, y también se confirmé in vivo en infecciones
experimentales en ratones(®® 37 4343 En conjunto, estos trabajos sugieren una
participacién activa del *“NO en el control de la parasitemia y disminucidn de la mortalidad
por T. cruzi, aunque existe cierta discrepancia al respecto en la literatural*®),

En sistemas bioldgicos la produccion simultdnea de 0" y *NO deriva, en una reaccion
controlada por difusion (k = 4-16 x 10° M1s1)(47-50) ‘en I3 produccién de una especie reactiva
con mayor poder citotdxico que sus precursores denominada peroxinitrito. Este término
engloba dos especies: el peroxinitrito anion (ONOO’) y su dacido conjugado, el acido
peroxinitroso (ONOOH). En 1992, Ischiropoulos y col. mostraron que los macréfagos eran
capaces de sintetizar esta molécula y, més adelante, Alvarez y col. concluyeron que el

peroxinitrito derivado del macréfago era una potente molécula citotdxica hacia T. cruzi'®
22)

En resumen, ya sea directamente o gracias a la accidon de sus productos derivados, las
especies reactivas provenientes del macrdofago (algunas de ellas mencionadas
anteriormente) contribuyen a eliminar el pardsito dentro del fagosoma. Estas especies se
clasifican en dos grandes grupos: especies reactivas derivadas del oxigeno (del inglés:
reactive oxygen species, ROS) y especies derivadas del nitrogeno (del inglés: reactive
nitrogen species, RNS). El primer grupo comprende al 02", el H,0;, el radical hidroxilo (*OH)
y el radical carbonato (CO3*); y el segundo, al °NO, el peroxinitrito, el
nitrosoperoxocarboxilato (ONOOCO;") y el diéxido de nitrogeno (*NOy) (figura 2). Como se
menciond anteriormente, el espacio existente entre la membrana fagosomal y la del
parasito es casi inexistente en la primera hora de invasién!??, por tanto es de esperar que
las concentraciones de ROS/RNS dentro del fagosoma sean extremadamente altas y toxicas
para el pardsito(?% 51,
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Especies Reactivas
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Figura 2. Especies reactivas derivadas de la funcién macrofagica. Adaptado de Fang, 2004(°2),

Luego de la fagocitosis, aquellos pardsitos que logran sobrevivir a la accién microbicida de
los macréfagos son capaces de lisar la vacuola parasitéfora y replicarse en el citosol® ¢ 7),
Los tripomastigotas remueven residuos de &acido sidlico de la membrana vacuolar
convirtiéndola sensible a la accién de Tc-TOX, un péptido que, a pH acido (actividad maxima
a pH5.5), forma poros y contribuye, junto con otras enzimas secretadas, a la fragmentacién
de la vacuolal” 53%%), Es interesante notar que la acidificacién del fagosoma es un paso
esencial en este proceso y que un aumento de pH determina que el parasito no logre salir
de la vacuola®). En paralelo a la desintegracién de este compartimento, los
tripomastigotas se diferencian a amastigotas y al ingresar al citosol comienzan a proliferar.
Esta divisidn ocurre hasta que practicamente ocupan todo el espacio disponible dentro de
la célula y es en ese momento, previo a la lisis celular, que los amastigotas se vuelven a
transformar en tripomastigotas. Finalmente, los pardsitos liberados invaden células
adyacentes o se diseminan por el torrente sanguineo a otros tejidos u érganos.

A continuacién se comentara en detalle las especies reactivas derivadas del macréfago mas
relevantes para este trabajo.
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Especies reactivas derivadas del macréfago

Radical superdxido y NOX-2

Propiedades del O>"
El radical aniénico O,* es el resultado de la reduccion univalente del Oz (Ec.1).
0,+e” —» 05 Ec. 1

El Oz es un bi-radical estable, con dos electrones desapareados en su orbital pi. En
ocasiones, estos electrones interaccionan con electrones desapareados de metales de
transicion o radicales organicos y generan 0, lo cual puede ocurrir en sistemas biolégicos
de forma deliberada o como un producto secundario no deseado de otras reacciones de
oxido-reduccion.

Desde el punto de vista redox, el 0,* es un moderado agente reductor y oxidante (figura
3). Es capaz de reducir por un electrén a una gran variedad de metales de transicién, como
por ejemplo al hierro (Fe*3) del citocromo c (Cyt ¢)®®y de oxidar centros hierro-sulfurados
(Fe-S)157-62) Asimismo, pese a que no reacciona con la mayoria de los compuestos
organicos, selectivamente es capaz de oxidar a algunos de ellos®3). En contraste, el O™
reacciona a velocidades controladas por difusién con otros radicales, como ser el *NO, el
radical fenoxilo y el radical inddlico(®¥.

e +2Ht T4+ HY f e +Ht
-0.16V +0.94V +0 38V +2. 33V

Figura 3. Diagrama de estados de oxidacion del oxigeno (PO, = 1 atm, T = 25°C) a pH 7. Adaptado de Imlay, 2003(65).

El 02" es una especie estable en solvente R ' T
aproéticos o a pHs alcalinos extremos. Sin
embargo, en la célula se considera una
especie transitoria ya que dismuta
espontaneamente (k = 2-3 x 10° Msta pH
7.4)66  67)  generando Hx0, y 0, Lla
dismutacién espontanea depende del pH
(figura 4), por lo que tendrd velocidades
distintas a pH citosodlico o al pH del fagosoma,
siendo mas rapida a pH acidos que alcalinos.

M s-1

kobs, »

i i4 | L N
Figura 4. Constantes de reaccién observadas de la T e RTINS

dismutacién del O,* en funcién del pH. Tomado de Bielski y pH
O. Allen, 1977166),
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Produccion de 02° en la célula

Los organismos vivos fisioldgicamente producen flujos sostenidos de O;". La cadena de
transporte de electrones y las diferentes isoformas de la NOX se encuentran dentro de las
fuentes mas conocidas de este radical.

En la membrana interna mitocondrial de células eucariotas o en la membrana plasmatica
de bacterias la produccién normal de O, es relativamente baja. Se estima que entre un
0.1-0.5 % del 0> consumido en la mitocondria se transforma en 0,°(®% ), Sin embargo,
durante la fagocitosis o en algunas condiciones patolégicas, la produccidon puede aumentar
significativamente, alcanzando flujos potencialmente tdxicos para la célula (tabla 1).

Tabla 1. Flujos y concentraciones en estado estacionario del O,*".

Condicion Flujo (uM/s) [02*]ss (M) Ref.
Mitocondria de higado de rata 0.6 0.83 x 1010 (70)
E. coli 5 2 x10710 (71)
BAECs 5mM glucosa 0.7 2.85x 108 (72)
BAECs 30mM glucosa 6 2.5x107 (72)
Fagosoma del neutréfilo 5200 2.5 x 10° (ImM MPO) (73)

1x10* (sin MPO)

Varios centros redox presentes en las células son termodindmicamente capaces de
transferir un electrén al Oz y formar O2*, incluyendo flavoproteinas, centros Fe-S vy
semiquinonas(®> 74, La eficacia en esta reaccion dependerd, entre otros, de la exposicién
del centro al solvente y que éste se encuentre en su forma reducida(®® 7>,

Pese a que existe produccion de 0;* como producto secundario de otras reacciones en la
célula, ésta es muchisimo menor que la que se produce mediante el ensamblado y
activacion de la NOX-2. Durante la fagocitosis la produccion mediada por dicho complejo
multienzimatico es 2-3 drdenes de magnitud mayor, siendo la funcién principal del sistema
y alcanzando concentraciones de estado estacionario muy altas con gran potencial de dafio
a patogenos (tabla 1). Ya en 1973, cuando Babior y col. reportaron por primera vez la
produccién de O2* en leucocitos sugirieron que este radical, asi como el H;0,, podria
participar en el proceso de dafio a microorganismos!’®),

Estructuralemnte, la NOX-2 es un complejo enzimdtico conformado por 6 subunidades
(figura 5): dos proteinas transembrana (gp91P"°* y p22Ph°X) que forman el heterodimero
flavocitocromo bsss, tres proteinas reguladoras citosdlicas: p47Ph°%, p40Phoxy p67PM° y una
GTPasa Rac”77%). En reposo, las proteinas reguladoras se encuentran en el citosol y el
complejo NOX estd desensamblado e inactivo. Tras la activacidon en respuesta a estimulos
quimiotacticos o a particulas fagocitables, los componentes

Fagosoma

Medio extracelular citosodlicos sufren una serie de modificaciones covalentes vy
[

cambios conformacionales que inducen su translocacién hacia la
membrana. Luego de su asociacidon con gp91P"* y p22rhox ge
forma el complejo activo y se produce O2°~ hacia adentro del
fagosoma o hacia afuera de la célula®). En el caso de T. cruzi, la
sola interaccién del pardsito con el macréfago es capaz de
ensamblar y activar a la NOX-2(10 16),

Citosol Figura 5. Ensamblado de la NOX-2. Adaptado de Bedard y Krause, 2007(78),
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El complejo flavocitocromo bsss constituye el ndcleo catalitico del sistema conectando el
dador de electrones (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato, NADPH) del lado
citosdlico de la membrana con el aceptor de electrones (0;) del lado opuesto. Durante la
reaccién, ocurren una serie de transferencia de electrones que involucran un dinucleétido
de flavina y adenina (FAD) y dos grupos hemo asimétricos (figura 6)7%). Dado que el NADPH
cede dos electrones y que el O, acepta uno sdlo, por cada mol de NADPH consumido se
producen dos moles de O,

Figura 6. Transferencia de electrones desde el O, - p22phox
NADPH hasta el O; en la NOX-2. Figura tomada de
Cifuentes-Pagano,2013(82),

La produccién de 02" no ocurre
indefinidamente sino que lo hace por
un tiempo limitado. Durante Ia
fagocitosis de T. cruzi, por ejemplo, se
determiné que la produccion de Oy

FAD - p”m

mediada por la NOX-2 ocurre durante FAD

60-90 min?2). Durante dicho lapso de FADH, 2&7 4~ NADPH
tiempo es que ocurren la mayoria de )
los eventos nitroxidativos de la NADP*

fagocitosis que seran clave para esta tesis.

Un aspecto muy importante a tener en cuenta sobre el 0;* es que posee una baja
permeabilidad de membrana (2 x 10® cm/s(8?). Esto determina que la mayor parte de las
veces su presencia se limite principalmente a su sitio de produccién, en este caso el lumen
del fagosoma. Sin embargo, existen reportes de que el 0" es capaz de utilizar canales
anionicos® y por tanto, la permeabilidad podria aumentar en funcién de la abundancia de
dichos canales en la membrana. En el caso de T. cruzi, varios canales de Cl- fueron
identificados bioinformaticamente en el genoma de la cepa Dm28c®4 y existen también
evidencias experimentales que fuertemente sugieren su presencia(® ), Sij el O,* utilizara
dichos canales la permeabilidad del O,* hacia T. cruzi seria mayor que la previamente
reportada.

Blancos celulares directos del superdxido

Un hito en la historia del O,* fue el descubrimiento por McCord y Fridovich de una enzima
gue era capaz de eliminar a este radical, llamada superdxido dismutasa (SODs; EC
1.15.1.1)®7), La presencia de estas metaloenzimas en la célula no solo demostré que el 0"
era producido por las mismas sino que era potencialmente toxico. El hecho de que las SODs
se encuentran presentes en todos los érdenes de la vida y que la expresién de la isoforma
mitocondrial dependiente de manganeso (Mn-SOD) es esencial en mamiferos(®® &) muestra
la importancia de la detoxificacidon del O,*. En este sentido, el rol del O;* en la defensa
contra patdgenos es evidente por el hecho de que muchas bacterias patogénicas poseen
una SOD periplasmatica que les protege del estallido respiratorio (°-93),

El O2* se encuentra atraido electrostaticamente al hierro catalitico de los centros Fe-S de
algunas proteinas, como por ejemplo la aconitasa (k ~ 107 M1s1)(57-62) Al unirse, el 0™
oxida por un electrén al centro, el cual se desensambla y la enzima pierde actividad (Ec. 2
y 3)¥4. Ademds de este efecto directo, se piensa que gran parte del dafio mediado por 0"
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se debe al Fe?* liberado durante la oxidacién, ya que como veremos mas adelante éste
puede dar lugar a otras moléculas mas reactivas, por ejemplo el radical hidroxilo (*OH).

[4Fe — 4S1?T + 05~ + 2H" - [4Fe — 4513t + H,0,  Ec.2
[4Fe — 45]3* - [3Fe — 4S]** + Fe?*  Ec.3

En este sentido, un trabajo interesante de Gort e Imlay muestra que en E. coli una
disminucion de sélo dos veces en la concentracién de SOD es suficiente para crear un déficit
detectable en la actividad de enzimas con centros Fe-S y de cuatro veces para alterar el
crecimiento®),

Por otro lado, se observd que el Oz es capaz de inactivar a componentes de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, como la NADH deshidrogenasa, la NADH oxidasa y
la ATP sintasa(®®).

Pese a esto, pocos blancos del O,* son capaces de competirle a la dismutacién por la SOD
(k ~108-10°)17-98) entre los que se encuentran otras especies radicalares. EI O, reacciona
a velocidades controladas por difusién con estas especies, como ser el *NO, el radical
fenoxilo y el radical inddlicol®®. En el caso de la reaccién con *NO, como se menciond
anteriormente, se produce peroxinitrito, el cual es una molécula mucho mas oxidante y
citotdxica hacia T. cruzi que el propio 0,°10.22),

Acidificacién del fagosoma y radical perhidroxilo

El Oz es una base débil que se encuentra en equilibrio en solventes acuosos con el radical
perhidroxilo (HO2*, pKa = 4.69-4.88)(6 67.99) A pH 7.8 las cantidades de HO," son casi
inexistentes (relacion 1000 a 1), y es por esto que histéricamente la investigacién se ha
centrado en los efectos del 0,*y no en los efectos del HO>® en sistemas biolégicos??, Sin
embargo, en compartimentos acidos la proporcién de HO;® comienza a aumentar hasta
concentraciones relevantes que podrian ser tdxicas%%. La cinética de acidificacion del
fagosoma es diferente entre distintas células del sistema inmune, mostrando un rapido
decaimiento en macréfagos (pH = 5-6 en 5 min)9%. De hecho, la naturaleza acida de la
vacuola parasitéfora en infecciones por T. cruzi es bien conocida, ya que es necesaria para
que el parasito se escape de ella y se replique en el citosol®®). Esto implica entonces que en
el fagosoma se combinen tres factores que favorecen la acumulaciéon de HO;": 1) la alta
produccién de O,* por la NOX-2, 2) el pequefio volumen del fagosoma y 3) su naturaleza
acida.

A diferencia del 02", el HO,* es neutro. Esto le confiere una permeabilidad de membrana
un par de érdenes de magnitud mayor (9 x 104 cm/s)®®), similar a la del H,0, (2-16 x 10
cm/s)73:102,103) 'y [evemente menor a la del H20 (3.5 x 103 cm/s)!1%4, Esto implica que, a
pesar de poseer una concentracidn menor que el 0;", el flujo del HO;® hacia el parasito
podria ser mayor®>19) En este sentido, trabajos previos mostraron que una cepa de E. coli
deficiente en la SOD citosdlica y periplasmica poseia un 30% de inactivacién de la enzima
fumarasa al ser expuesta a flujos externos de 0,° a pH 6.5. En contraste, a pH 8.4, cuando
la concentracién de HO,® era despreciable, el efecto sobre la fumarasa era minimo®°.
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Dainos producidos por el HO;®

El HO;® es una especie mucho mas oxidante que el 0,*5%100) De especial interés, dada la
capacidad del HO;* de difundir en membranas, es su capacidad de iniciar la
lipoperoxidacién de acidos grasos poli-insaturados (k = 1.18-3.05 x 103 M1s%, Ec. 4)(105),

RH + HO} > R* + H,0, Ec.4

Por otro lado, parte del daino mediado por HO;* podria provenir de la conversiéon a 0"
luego del ingreso a compartimentos neutros o alcalinos.

Perdxido de hidrégeno y radical hidroxilo

H.0:

El H,0; es un oxidante que presenta caracteristicas que lo diferencian de las otras especies
tratadas en esta tesis: 1) no tiene carga, 2) no es un radical libre y 3) es relativamente
estable en condiciones fisioldgicas. Su permeabilidad de membrana (2-16 x 10 cm/s)73
102,103) a5 similar a la del HO;" y el agua lo que le permite difundir a través de membranas.
Adicionalmente, se postula que el H,0O, puede utilizar como medio de transporte a ciertas
acuoporinas (canales proteicos de H,O en la membrana) que se le denominaron
peroxiporinas.(106-108),

En el fagosoma, el H,0; se produce por la dismutacidon espontdnea del O,* generado por
la NOX-2. Winterbourn y col. simularon la concentracién de H,0; en estado estacionario
dentro del fagosoma del neutrdfilo en ausencia y presencia de MPO, siendo de 3.3 x 10° M
0 2 x 10°® M, respectivamente. Esta concentracidn es entre tres y doce veces menor que la
simulada para el 02" (1 x 10* M o 2.5 x 10° M en ausencia o presencia de MPO
respectivamente). La razén de esta diferencia puede ser la mayor permeabilidad de
membrana y consumo del H,0; frente al 02", ya que la simulacidén en ausencia de difusién
brinda una concentracién mucho mayor (3 x 104 M){73),

Pese a ser un fuerte oxidante de dos electrones (E® H,0,/H,0= 1.32 V) el H,0; reacciona
de forma muy lenta con la mayoria de las moléculas biolégicas, como se observa en la
reaccidn del H,0; con tioles de bajo peso molecular y proteicos (tabla 2)(1%%), Una excepcion
son los tioles particularmente reactivos de las peroxirredoxinas, proteinas encargadas de
detoxificar al H,0, en la célula y participar en eventos de sefializacién celular(10 111),

Tabla 2. pKa y constantes de reaccion del H,0, con tioles a pH 7.4-7.6 y 37°C o 20-25°C. Adaptado de Winterbourn,

2013(109),
Tiol pKa Constante de reaccion (Ms?)

GSH 8.8 0.89

Cisteina 8.3 2.9
N-acetilcisteina 9.5 0.16
Tiorredoxina 6.5 1.05
GAPDH 8.2 ~500

PTP1B 5.4 20

Cdc258B 6.1 160

Peroxirredoxinas 5-6 1-4 x 107
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El H,O, también reacciona rdpido con metales de transicion, selenoproteinas y un grupo de
proteinas llamadas hemo-peroxidasas. Ejemplos de estas enzimas son la mieloperoxidasa
(MPO)12) y |3 ascorbato peroxidasa (APx-CcP).

La toxicidad del H,0; hacia T. cruzi fue estudiada in vitro!*® resultando una especie nociva
para el pardsito. Como veremos mas adelante, T. cruzi posee sistemas de detoxificacién
especificos para defenderse de esta especie.

‘OH

El *OH es uno de los oxidantes mas fuertes que se conocen (E® *OH/H.0O = 2.31 V).
Reacciona de forma inespecifica con muchas moléculas biolégicas a velocidades
controladas por difusién (k > 10° Ms?). Debido a esta alta reactividad su vida media es
extremadamente corta (~107?s) y es |la especie con menos difusidon de las que se mencionan
en esta tesis.

Una fuente relevante de °*OH, que mencionaremos en detalle mas adelante, es la
descomposicién del peroxinitrito. Alternativamente, el *OH se genera en sistemas
biolégicos mediante la reaccién entre el H,0, vy el Fe*? libre (Ec. 5) (113),

H,0, + Fe*? > Fe*3+ OH™ + ‘OH Ec.5

Es importante destacar que esta ultima reaccion es una de las varias reacciones que se
pueden dar entre el H,0, y el Fe*? (llamadas reacciones de Fenton). Estas reacciones
pueden producir otros oxidantes fuertes alternativos al *OH como ser la especie oxoferrilo
(Fe*4=0)110%.113) posteriormente a la reaccidn de Fenton el Fe*3 es reducido nuevamente ya
sea por el 0" (ciclo Haber-Weiss, Ec. 6) o por otros reductores celulares (GSH,
ascorbato)(109),

05~ + Fe*t® > 0,+ Fe*? Ec.6

En condiciones fisioldgicas los niveles de Fe*? libre o activo desde el punto de vista redox
son extremadamente bajos, sin embargo el aumento en los niveles de O;* durante la
fagocitosis y la concurrente liberacién de Fe*? desde centros Fe-S labiles favorece la
produccién de “OH.

La alta reactividad e inespecificidad del *OH con moléculas bioldgicas le confiere un poder
citotodxico relativo. Esto se debe a que muchas veces la reaccion ocurre con moléculas o en
residuos proteicos no criticos y por tanto, no tiene efecto sobre las funciones celulares. Un
caso donde existe cierta especificidad en el dafio es la reaccién del H,0, con Cu* (en vez de
Fe*?) complejado al ADN en una reaccidn anéloga a la de Fenton. En este caso la generacién
sitio-especifica de *OH posibilita la oxidacién del ADN como se muestra en la Ec. 7779, la
cual puede resultar en mutaciones en el ADN y/o muerte celular como se observo en cepas
de E. coli deficientes en SOD®),

*OH + ADN — (dG) - ADN — (8HodG) Ec.7
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Induccién de la 6xido nitrico sintasa y produccién de *NO

Propiedades del "NO

El *"NO es un radical libre relativamente estable con poca capacidad redox y por ello no
reacciona de forma rapida con la mayoria de las moléculas bioldgicas!*4). El *NO presenta
una carga neta neutra, radio molecular pequefo, y es hidrofébico. Posee una alta
permeabilidad de membrana, similar a la del O, (18 cm.s? vs 32 cm.s? respectivamente,
figura 7)1%%), lo que le permite difundir facilmente a través de las membranas lipidicas.
Dicha permeabilidad indica que la mayoria de las membranas no son un factor limitante en
la difusion del *NO1), Es m4as, asumiendo una vida media entre 0.5-5 s, una concentracién

inicial de 1 uM en el sitio

P/ Py de produccién y de 10 nM

@ en el sitio de accion, la
;-.-E '”;0 ~1  Muy Permeables distancia recorrida por el
5 ’ *NO se estima de 200-600
ONOOH ——== >< um(17), Este valor es 10-30

9 NO, =—= ” veces mas que el didmetro
L il ~10®  Permeables de una célula y 60-300
A ~ = mas que el didmetro de T.
i, = a cruzi. De esto se

8 onoo e desprende que el *NO es
g" 0 3 ~10° No permeables capaz de actuar no sélo en
g OO (usan canales) compartimentos celulares
g o J ~1013 distintos al de origen sino
= también en células vecinas

(accion paracrina).

Figura 7. Clasificacion de las especies reactivas en funcién de su capacidad de difundir a través de membranas. Pm/Pw es
la relacién entre la permeabilidad de membrana y la permeabilidad a través de una capa equivalente de agua. Adaptado
de Moller y col., 2008/115),

Produccion de °NO

El campo de estudio de la sintesis de *NO por células se inicia a finales de los 80, cuando
dos grupos encuentran que el factor de relajacién derivado del endotelio (del inglés:
endothelium derived relaxing factor, EDRF) y el *NO eran la misma molécula®8 119 Un par
de afios después se demuestra la produccion de *“NO en macréfagos, el cual poseia
actividad citoestatica en células tumorales’29), Ademds, se muestra que la produccién de
*NO mediada por macroéfagos duraba mas tiempo (> 24 h) y era mayor que en células
endoteliales3® 4 sugiriendo que la regulacién de la produccién de *NO era probablemente
diferente en ambos tipos celulares. Las enzimas responsables de la sintesis de *NO son
conocidas como o6xido nitrico sintasas (NOS; EC 1.14.13.39). La familia consiste en tres
isoformas, la constitutiva neuronal (nNOS), la constitutiva endotelial (eNOS) y la forma
inducible (iNOS). Catalizan la oxidacién del grupo guanidinio de la L-arginina, generando
*NO y L-citrulina como se muestra a continuacion (Ec. 7)(21),
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NH, 0, HO0 NOH 0, HO O
Il | » Il e Iy [
B—N—C—NH, >—<» RB—N—C—NH, ——<» R—N—C—NH, + NO
H . L H - £ N H
NADPH NADP ’"NADPH ':NADP
L-arginina Ne- hidroxi ~citrulina Oxido
L-arginina Nitrico

Ec. 7

La enzima activa es un homodimero, cada monémero con un dominio reductasa C-
terminal, un dominio oxigenasa N-terminal y una regién de union a la proteina calmodulina
(CaM) en el medio (figura 8). El dominio
oxigenasa posee un sitio de unién a
hemo, tetrahidrobiopterina (H4B) y L-
arginina y es donde la sintesis de *“NO
tiene lugar. El dominio reductasa posee
sitios de unidn a flavin mononucleétido
(FMN), FAD y NADPH. Durante Ila
catdlisis los electrones del NADPH son
transferidos desde las flavinas del
dominio reductasa de un monémero al
2 hemo del dominio oxigenasa del otro
2  mondmero, el cual une Oz y permite que
ocurra la sintesis de *NO.

Figura 8. Estructura y mecanismo de transferencia de electrones en un dimero de la iNOS. Tomado de Stuehr, 1999(122),

La iNOS (también llamada NOS2), se encuentra en las células fagociticas y en otros tipos
celulares como fibroblastos, miocitos y células endoteliales. Lo que caracteriza y diferencia
a esta isoforma es que: 1) los niveles de Ca*? basales en la célula son suficientes para que
se encuentre completamente activa y 2) que aumenta su expresion luego de la induccién
por estimulos pro-inflamatorios como ser el IFN-y y el lipopolisacarido (LPS)“% 42, Aunque
se ha visto que moléculas derivadas de microorganismos son capaces de inducir la iNOS en
macrofagos™! y que ratones infectados con T. cruzi presentan niveles elevados de *NO, el
parasito por si solo en ausencia de co-estimulacidon no induce significativamente la
expresidn de la enzima(®?2124, La iNOS sintetiza mayores cantidades de *NO que las otras
isoformas, aumentando la concentracion en estado estacionario de esta molécula cerca de
1000 veces (de nM a uM). Por otro lado, la duracién en su produccién es de muchas horas
(> 20 h), hasta que la misma es degradada‘?.

Un punto de discrepancia ha sido la existencia de la iNOS en humanos. Actualmente existen
reportes en los que se detectaron un aumento en el ARNm de la enzima, en los productos
derivados del *NO en la circulacion y en la actividad de la enzima en células fagociticas en
humanos cursando un proceso inflamatoriol’?>127), Los macréfagos de pacientes con
infecciones u otras condiciones inflamatorias expresan la iNOS(128 129y |o que ha generado
controversia es que la estimulacién de monocitos diferenciados in vitro no ha sido
eficiente!’39), Esto ultimo puede deberse a que la regiéon promotora de la iNOS humana y
murina es distinta por lo que los mecanismos de induccién seguramente sean diferentes.
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Blancos celulares del °NO

El *NO reacciona con el O; en solucién acuosa (k = 2-8 x 10° M2s1)131) produciendo
intermediarios reactivos que pueden modificar aminodcidos proteicos mediante nitracién,
como ser el °NO», el 6xido de nitrégeno (lll) (N203) y el 6xido de nitrégeno (1V) (N20a), cuyos
productos finales son el nitrito (NOy) y el nitrato (NOs’) (Ec. 8-12). La reaccién del *NO con
el O, es particularmente importante en membranas, ya que ambas moléculas se
concentran en dicho ambiente y |a reaccién puede ocurrir de 30 a 300 veces mas rapido(32).

2 °NO + 0, - 2 *NO, k=2-8x10°M?s! Ec.8
2 °NO, —» N,0, k=45x108M1s! Ec.9
N,0, + H,0 - NO; + NO3 + 2H* k=1x10%3s1 Ec. 10
‘NO + "NO, = N,04 k=2x10°M1st Ec. 11
N,O5; + H,0 - 2NO; + 2H™ k=16x103s1 Ec. 12

Otros blancos celulares muy importantes del *NO son las hemo-, hierro- y sulfo-proteinas
y otros radicales libres, como ser el O2°". El °"NO se une al grupo hemo de la enzima guanilato
ciclasay activa la produccién de GMP ciclico que induce la relajacién del vaso sanguineo(33),
Por otro lado, inhibe la respiracion mitocondrial principalmente por su unién a la citocromo
oxidasa(134-136),

Por ultimo, como ya hemos mencionado, el *NO puede reaccionar con el 02* y formar
peroxinitrito en una reaccion controlada por difusién. Como veremos mas adelante,
muchos de los efectos deletéreos del *NO pueden explicarse por dar origen a esta especie.
Durante la fagocitosis, el 02" puede provenir de la NOX-2 o de la propia inhibicidn
mitocondrial generada por el *“NO, como fue mostrado en epimastigotas de T. cruzi
expuestos a flujos de *NO139),

Peroxinitrito

A pesar de que ya en la década del 70 y 80 se proponia que el O,*" poseia un rol importante
en la defensa de macrdéfagos contra patdgenos, no fue hasta que se describieron los efectos
nocivos del peroxinitrito en los afos 90 que se conocid el verdadero alcance de la toxicidad
mediada por este radical (137-139),

El peroxinitrito se produce en la reaccién controlada por difusion entre el 0, y el °NO (k =
4-16 x 10° M1s1)(47-50) E| término peroxinitrito engloba a dos especies, el ONOO" y el
ONOOH. A pH 7.4 un 20% se encuentra en la forma protonada (pKa = 6.8(13%)) el cual puede
difundir a través de membranas (constante de permeabilidad ~ 1 x 103 cm.s1)(140, 141)
alcanzando el citosol de patégenos durante la fagocitosis. El ONOO-, por otro lado, puede
utilizar canales aniénicos como por ejemplo la banda 3 de los glébulos rojos!142),

Durante la fagocitosis de T. cruzi por macréfagos, el propio proceso estimula la produccion
de Oz durante 90 min al activar la NOX-2. En presencia de mediadores pro-inflamatorios,
el macréfago es capaz de la simultanea produccidon de *“NO y, en consecuencia se producird
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peroxinitrito. Como se menciond anteriormente, el peroxinitrito posee actividad citotdxica
demostrada hacia T. cruzi'® 22 143,144 gresentando una LD50 < 0.3 fmol/T. cruzi™*® (figura
9). En un trabajo previo se estimé el flujo de peroxinitrito generado por el macréfago
utilizando PMA como inductor siendo de ~0.13 nmol/min/10%(146), Este valor corresponde
a una veloudad maxima de ~0.2 mM/s, asumiendo un fagosoma por macréfago y un
‘ ' volumen de 1 x 101 L.

Figura 9. Micrografias electronicas de la
infeccion por T. cruzi en macréfagos. A
la izquierda se muestra un macréfago
no estimulado (CTL) y a la derecha un
macrofago estimulado con IFN-y/LPS.
Adaptado de Alvarez y col. 2011(22).

Blancos celulares del peroxinitrito

Desde el punto de vista de su reactividad quimica, el peroxinitrito es un oxidante fuerte de
uno y dos electrones y un potente agente nitrante. Dado que el peroxinitrito posee muchos
blancos reportados in vitro, la relevancia de cada blanco in vivo se puede estimar
calculando la fraccidn de peroxinitrito que consume (Fg;, Ec. 13):

ki[Bi]

Foi = 5 o

Ec. 13

Varios trabajos han utilizado esta estrategia con numeros crecientes de blancos
intracelulares(147-149),

Actualmente se piensa que unos pocos blancos dan cuenta de la mayoria del consumo del
peroxinitrito in vivo: CO,, peroxidasas (hemo y seleno/tiol-dependientes) y unas pocas
metaloproteinas**? (figura 10).

‘NO, + CO,

T 35%
[ONO,CT,] NO; +CO, Figura 10. Reacciones del peroxinitrito. I:
65% Reaccion directa de oxidacién por un
electrén con metales de transicién (Fe,
CO, | 11 Mn, Cu). Il: Reaccion de oxidacién por
dos electrones con el sustrato RH. lll:
NO + 05 H* 09s’ Reacciéon con CO,. IV: Homdlisis del
> ONOO” = ONOOH ===[NO, -OH] 0%" NO ONOOH. V: Homdlisis e isomerizacién a
n+ RH- 11 NOs- del ONOOH. Tomado de Radi y col.

30% | IV 2001(151),
M1+ NO, + ‘OH

En la ausencia de blancos directos, el ONOOH homoliza en una reaccién de primer orden
independiente del pH de 4.5 s a 37°C(*52 153) (figura 10). Durante la homdlisis, se forman
*OH y °NO, los cuales recombinan y forman NOs3 o difunden hacia la solucién (el
rendimiento de este ultimo proceso es de ~30%)!*>* 1>, Ambos radicales son oxidantes
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fuertes y pueden reaccionar con muchas moléculas bioldgicas. Los efectos de cada uno de
ellos se discuten en su seccidn especifica, limitandonos en esta seccidn a las reacciones
directas del peroxinitrito.

La reaccién del ONOO™ con CO; (k=5.8 x 10* M1 s71 2 37°C)(1%%) es una de las mas relevantes
fisiolégicamente ya que posee un alto valor de ki[Bi]. Da como producto el aducto inestable
ONOOCO,157) e| cual puede dar como producto CO2 y NOs 0 CO3* y NO>* (figura 10 y Ec.
14). En este caso, el rendimiento de la segunda reaccion es mayor que la produccién de
*OH y °NO; en la homélisis del peroxinitrito. Por tanto, en presencia de CO; la produccién
radicalar es mayor.

ONOO~ + CO, - ONOOCO; — 0.35(CO3™ + °NO,) + 0.65(CO, + NO3)  Ec.14

El peroxinitrito reacciona con varias metaloproteinas a velocidades considerables, siendo
las hemoproteinas las que suelen tener las velocidades mayores*9. La reaccién entre el
peroxinitrito y las hemoproteinas no siempre dan el mismo producto y deben de ser
estudiadas caso a caso (figura 11). La lista de metaloproteinas que reaccionan con el
peroxinitrito es extensa, sélo por nombrar un par de ejemplos relevantes nombraremos a
dos importantes en la funcién mitocondrial: la citochromo oxidasa!>8 159y |a aconitasa'®®.
En este ultimo caso el peroxinitrito desensambla el centro Fe-S que es del tipo [4Fe-4S].

ONOOH > +o ~+NO-
ONOO- © ’ ’

Ej. Catalasa
+

NO;,‘ -NOZ NO,-
Oxidacién por Oxidacion por Isomerizacion
2 electrones 1 electron Ej. Hemoglobina
Ej. HRP Ej. MPO

Figura 11. posibles rutas de reaccidn entre el peroxinitrito y las hemoproteinas. Adaptado de Ferrer-Sueta y Radi,
2009(148),

Por otro lado el peroxinitrito oxida por dos electrones a tiolatos de proteinas, dando como
producto acido sulfénico y nitrito (Ec. 15)(169),

RS™ + ONOOH —» RSOH + NO; Ec. 15

Algunas proteinas son particularmente reactivas debido a la presencia de un tiol reactivo
(figura 12), cuyo pKa usualmente es bajo*>?. Por ejemplo, la peroxirredoxina 5 humana
posee una constante aparente de ~10° M's? a pH 7.4 y 25°C y un pKa de 5.2(161,162)  Estas
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proteinas pueden proteger a la célula de los efectos nocivos del peroxinitrito, por ejemplo
en T. cruzi un aumento en las peroxirredoxinas aumenta la virulencia del parasito(?% 163),

ONOOH Figura 12. Ciclo catalitico de las peroxirredoxinas (Prx) y
glutation peroxidasas (GPx) en donde el primer paso (a)
consiste en la oxidacion del tiolato/selenato por ONOOH,
luego ocurre la condensacion con otra cisteina (b) y
finalmente (c) la enzima se reduce por reductores
especificos. En el caso de Prx de una cisteina o en seleno-
proteinas, la reduccidn ocurre directamente sobre el acido
? Sso P SOH/SeOH sulfénico/selénico. Adaptado de Ferrer-Sueta y col.,
X ¢y 2018150,

Red

c) Reduction 2a) Oxidation

b) Resolution

Diéxido de nitrégeno y nitracidon proteica
*NO;
El °NO2 es un radical cuya formacion bioldgica depende principalmente de: I) el

peroxinitrito, 1) la oxidacién del *NO por Oz y lll) la oxidacién del NO, catalizada por
hemoperoxidasas (figura 13).

D (ID)
*NO+0,*" *NO —"NO |
. = i Figura 13. Fuentes bioldgicas del °*NO,. Adaptado de

Signorelli y col. 2011(164),
02 —_— 02

ONOO" co, ) j |

Me"*\\ ’
N7

0=Mel1*

‘NO, «—— NO;

(IIr) NO, + H,0, + MPO

El *"NO2 posee baja solubilidad en agua y alta permeabilidad de membrana (5 cm.s1)164),
por lo que tiene efectos importantes sobre las membranas bioldgicas.

Es un oxidante moderadamente fuerte (E® *NO2/NO> = 0.9 V) y participa en reacciones de
recombinacidon con otros radicales, de adicién a dobles enlaces, de transferencia de
electrones y de abstraccion de atomos de hidrégenos en enlaces carbono-hidréogeno como
ser compuestos fendlicos'®). Entre las reacciones de recombinacién se encuentran las
reacciones con radicales lipidicos y proteicos que llevan a la formacion de compuestos
nitrados.

Un destino de particular interés es la reaccion del *“NO; con tioles, por ejemplo con el GSH
y la cisteina (k=2 x 10’ Msty 3-4 x 108 M5! respectivamente)(166),
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Nitracion de proteinas

La nitracién en residuos de proteinas ocurre principalmente en la tirosina dando como
Tirosina Radical tirosilo 3-NT producto 3-nitrotirosina (3-NT).
OH Este proceso ocurre en dos

0 OH
no, fases: 1) formacién del radical

@ xo, tirosilo y 2) reacciéon con *NO;

H j_- H — (figura 14). Varias especies
g Rd g - reactivas oxidan por un
o ) electron a la tirosina, con

o]
constantes de reaccién que

- { ~ 3 -1e-1
He | pka=103 4 e oka=73 | H varlhan entre. ,19 M s para.el
Y -N032 radical lipidico peroxilo
o Ox, Me=(':) o (Looo)(167) y .,107 M—ls—l(lsg) para
tg,o vo. €l COs™. La reaccion entre el
2
N radical tirosilo y el *°NO; es muy
, y rapida, del orden de ~10° M1s’
N N 1(169)
- 0 » O

Figura 14. Formacidn de 3-nitrotirosina (3-NT). Adaptado de Radi, 2012170),

Es interesante notar que a pH fisioldgico, el grupo —OH fendlico de la tirosina se encuentra
casi 100% protonado. Sin embargo, la nitracidon conduce a una disminucidn de 3 unidades
de pH en el valor del pKa aumentando la proporcion de tirosina desprotonada a pH celular.
Esto puede tener consecuencias a nivel de la estructura y/o funcién de la proteina ya que
se crea una carga negativa donde antes no lo habia*7?,

Debido a la necesaria presencia de especies reactivas para la formacion de 3-NT es que la
deteccidon de esta modificacion post-traduccional se considera una forma de evidenciar la
existencia de estrés nitroxidativo en células e in vivo. La presencia de proteinas nitradas se
ha detectado en una gran variedad de condiciones patoldgicas, inclusive en proteinas
plasmaticas de ratones y pacientes infectados con T. cruzi y durante el envejecimiento!’%
172) - Asimismo, se ha encontrado 3-NT en tejidos y células sanas indicando que
normalmente existe un flujo “basal” de especies nitrantes. Estos niveles normales son muy
bajos debido a que existen otros blancos que compiten con la tirosina por las especies
reactivas y nitrantes y, por otro lado, por la existencia de especies reductoras que reparan
el radical tirosilo, por ejemplo el glutatién (GSH)!166 173),

Pese a que la formacidn de 3-NT es un proceso no enzimatico mediado por especies
reactivas, andlisis proteédmicos han revelado que la nitracidn ocurre preferencialmente en
algunas proteinas y en residuos especificos de tirosina. Una vez nitrada, la funcion de la
proteina puede no verse afectada o puede perder o ganar funcion. Un caso tipico de
inactivacion por peroxinitrito es la nitracion especifica de la tirosina 34 (Tyr34) en la Mn-
SOD174176) |3 cual mencionaremos mds adelante en el texto.
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Efectos de las especies reactivas sobre patégenos

Como vimos anteriormente y resumo a continuacién (figura 15), las especies reactivas
derivadas del macréfago son capaces de oxidar proteinas, oxidar lipidos, reaccionar con
centros metalicos, nitrar proteinas y oxidar acidos nucleicos, entre otros, conduciendo a
danos en la célula que pueden ser reversibles o irreversibles.

Centros [4Fe-4S] Hemo-proteinas Metaloproteinas

Radicales proteicos Tioles proteicos Peroxirredoxinas
Hidroperoxidos lipidicos Fe unido a proteinas Peroxidasas

Metaloproteinas (cyt c) Radicales proteicos Centros [4Fe-45]

pKa =4.8 pKa=6
lipidos |« HO," "ex-> 0,” + *NO ——> ONOO- “—> ONOOH
H+

02 1 Men*
— 1 -—
Peroxirredoxinas 0=Meln+1)+

Metales de transicion . B
Seleno-proteinas H202 Noz =
Hemo-peroxidasas Fe*?
i Fe*3 Prgt'el‘nas Proteinas
Pr?tfelnas Lipidos ADN
Lipidos Nitracién
ADN ‘OH <

Figura 15. Relacién entre las distintas especies reactivas derivadas de macréfagos y sus posibles blancos celulares.

La produccion de estas especies y, en particular, del peroxinitrito puede inducir a la
apoptosis y necrosis*’”), lo que explicaria en parte su actividad microbicida (figura 16).

1 |

1
FoY0 |
g |
! - l
/ Nlnactivation ,
/ k > (V) Cardiolipin :
y : oxidation I
y |
e — £ i Mn=SOD MLK 1
PARPI ;oo |
(inactive) . S Cyt C ® @ }
’ | I

,,,,,, ! !
PARPI : : \ IN=B)  p38—® i
‘< (active) i : NO l ‘
> ! 1 :
1 1 |
§ Repair Strand ONOO- | : - 1
< . |
N NAD*+ ATP ' ' 1
§ | i 1
) =y i l
NAD* and ATP N Gyte 1
_depletion . o l ‘

Caspase activation
Necrosis Apoptosis

Figura 16. Mecanismos de muerte celular inducida por peroxinitrito. Tomado de Szabo, Ischiropoulos y Radi, 2007(177),
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Aunque muchas veces es dificil asignar un efecto biolégico a una especie reactiva en
particular (de hecho es probable que actien en conjunto), la actividad citotdxica de las
especies reactivas es evidente cuando se utilizan animales deficientes para una o mas de
las enzimas involucradas en la generacién de oxidantes o, alternativamente, cuando se
utilizan cepas de patégenos deficientes o que sobrexpresan enzimas antioxidantes (tabla
3). El ejemplo mas dramatico fue el modelo desarrollado por Shiloh y col. de un ratén
doblemente deficiente de la NOX-2 y la iNOS. Aun en condicién libre de microorganismos
externos estos ratones morian por infecciones generadas a partir de los microorganismos
presentes en la flora normal78),

Tabla 3. Modulacién genética de la produccidn de oxidantes y/o de enzimas antioxidantes y sus consecuencias in vitro o

in vivo.

Patégeno Estrategia experimental Consecuencia Ref.
Bacterias
E. coli Exposicién in vitro a *“NO y Mayor toxicidad del ONOO" (179)
ONOO"
Salmonella Cepa deficiente en Cu,Zn-SOD  Menor sobrevida en macréfagos (93)
thiphimurium y menos virulenta en ratones
Brucella abortus Ratones deficientes de la Aumenta la infeccion (180,
iNOS o NOX-2 181)
Mycoplasma Ratones deficientes de la Aumenta la infeccion (182)
pulmonis iNOS
Pardsitos
Cryptosporidium Inhibidor de la iNOS en Mayor infeccién (183)
parvum animales
Leishmania Infeccién en ratones Deteccion de 3-NT en proteinas (184)
amazoniensis de la vacuola fagocitica del
macrofago y del parasito
Leishmania major Ratones deficientes de iNOS Mayor infeccién (185)
Leishmania donovani  Ratones deficientes de iNOS o (186)
NOX-2
Trypanosoma cruzi Ratones deficientes de la Mayor infeccidn (28, 29,
iNOS o NOX-2 36, 37,
43-45).
Hongos
Candida albicans Inhibidores de la iNOS y Aumenta la infeccion (187)

atrapadores de 02" en
macrofagos
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Defensas antioxidantes de T. cruzi

Los microorganismos patdégenos son aquellos que resisten o evaden los mecanismos
efectores de las células del huésped, logrando esto mediante el uso de una o varias
estrategias que incluyen, la evasién, la supresion, la inactivacion enzimatica, la
detoxificacion de especies reactivas, el secuestro de hierro y mecanismos de reparacion.

En T. cruzi se han identificado varios factores que favorecen la supervivencia del parasito y
aumentan la virulencia. Entre ellos podemos nombrar a una proteina inhibidora del
receptor del complemento C2, la calreticulina, la gp35/50, la gp82, la cruzipaina, la
oligopeptidasa B y las transialidasas, entre otros(13¢ 188),

En esta tesis nos centraremos en estudiar los sistemas antioxidantes de T. cruzi y su rol en
la virulencia de la infeccidn. Este sistema se compone de moléculas de bajo peso molecular
y de enzimas antioxidantes, las cuales seran fundamentales para la detoxificacién de las
especies reactivas(13®). Por ejemplo, se ha encontrado que cepas naturales mas virulentas
del pardsito poseen contenidos mds elevados de enzimas antioxidantes, lo que se
correlaciona con una menor deteccion de modificaciones nitroxidativas, presencia de
especies reactivas y una mayor virulencia en infecciones in vivo(18% 10),

Tioles de bajo peso molecular

Los tripanosomatidos poseen un tiol de bajo peso molecular distinto al del resto de las
especies el cual se denomina tripanotiona (T(SH)2)*°Y. La molécula es sintetizada por la
enzima tripanotiona sintetasa (TryS)%? a partir de dos moléculas de GSH y una de
espermidina y reemplaza a la primera en su funcién de reductor intracelular. Al poseer dos
tioles con pKa ~7.4 es mas reactiva que el GSH pudiendo actuar como reductor de uno o
dos electrones!’®). La concenracién de T(SH); varia segun el estadio del parésito, siendo de
0.8-2.1 mM en epimastigotas, 0.5 mM en tripomastigotas y 0.12 mM en amastigotas(®® 194
196) Asimismo estos valores pueden variar seguin la cepa del parasito.

La T(SH); puede reaccionar directamente con oxidantes o actuar como reductor de otras
enzimas involucradas en el sistema antioxidante de T. cruzi llamadas triparredoxinas
(TXN)(Figura 17). La reaccién de T(SH). con especies radicalares da como producto un
radical tiilo, el cual se combina rapidamente con su tiol vecino y deriva en la produccién de
un enlace disulfuro y 02*. La T(SH)2 a su vez, mantiene el pool de ascorbato y de GSH
reducido, los cuales seran utilizados por la ascorbato peroxidasa (TcAPx-CcP) y las glutatidon
peroxidasas respectivamente (TcGPx). Luego de reducir a estas enzimas o moléculas la
T(SH)2 se oxida a TSz y es vuelta a reducir gracias a una enzima NADPH-dependiente llamada
tripanotiona reductasa (TryR)®%7),
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Figura 17. Reacciones dependientes de la T(SH)2. (1) Reduccidn de la TS, a expensas de NADPH catalizada por la enzima
tripanotiona reductasa (TryR). La TSH; es capaz de reducir a la triparredoxina oxidada (TXN-S;) (2) y al dehidroascorbato
(dhAsc) (3), formando en este Ultimo caso ascorbato (Asc) que podra ser utilizado por la ascorbato peroxidasa (APx-CcP)
(4). La TSH; reacciona con metilglioxal y forma un intermediario que eventualmente es metabolizado a lactato por las
enzimas glioxalasas | y Il (Glo I-1l) (5). Reduce al glutatién oxidado (GSSG) a glutatidon (GSH) (6). Las TXNs actlian como
agente reductor de peroxirredoxinas (TXNPx) y glutation peroxidasa-1 (GPx-I) (7), en la sintesis de ribonucleétidos por la
enzima ribonucledtido reductasa (RnR) (8) y en la reparacién proteica (metionina sulféxido reductasa, MSR) (9). La
reaccion con radicales libres (R*) conduce a la formacidn transitoria de un radical tiilo (10) que se combina con su tiol
vecino y deriva en la formacion del radical anidnico tripanotiona disulfuro, el cual en presencia de oxigeno (u otros
sustratos) evoluciona a la forma estable TS; con la concomitante producciéon de O,* (11). Las proteinas pueden
modificarse mediante S-tripanotionilacién (12). La T(SH), participa en la detoxificacion de drogas (13), en la coordinacion
de clusters de hierro-azufre (14) y, en presencia de 6xido nitrico ("NO) puede formar un complejo dinitrosil-hierro-
tripanotiona o di-nitroso tripanotiona (15). Las enzimas se muestran en verde. Adaptado de Hugo y col. 2018(1%),

Sistemas enzimaticos

T. cruzi posee un complejo sistema enzimatico antioxidante, capaz de detoxificar la mayoria
de las especies reactivas producidas por el macrofago. Posee 5 peroxidasas caracterizadas,
dos de ellas son peroxirredoxinas tipicas de 2 cisteinas (TXNPx), llamadas TcCPx y TcMPx
(isoformas citosdlica y mitocondrial respectivamente). Estas enzimas detoxifican H;0,,
peroxinitrito y con menos eficiencia hidroperdxidos organicos(199:200),

Otras dos peroxidasas caracterizadas de T. cruzi son homodlogas a las GPx de mamiferos
llamadas GPx-1 y GPx-2(201-203) qunque poseen una cisteina en vez de una seleno-cisteina
en el sitio activo. Ambas enzimas son eficientes en descomponer perdxidos organicos pero
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no detoxifican H20,12%?). La GPx-1, aunque puede utilizar GSH como reductor, se ha visto
que es mas eficiente utilizando al sistema T(SH)2/TXN (201,

Un tercer tipo de peroxidasa presente en T. cruzi esta relacionada a las hemoperoxidasas
de plantas dependientes de ascorbato (TcAPx-CcP). Aunque no fue encontrada en T. brucei,
si fue detectada en T. cruzi y L. majorl?®* 205, La TcAPx-CcP descompone H,0, pero no
perdxidos orgdnicos y utiliza ascorbato como reductor, molécula que llamativamente
puede ser sintetizada por el propio parasito(2% 297) Recientemente se encontré que la
TcAPx-CcP es una hemoperoxidasa hibrida y también puede utilizar citocromo ¢ (cyt c?)
como agente reductor(208),

Aparte de las peroxidasas, T. cruzi expresa varias isoformas de SODs, las cuales se
encuentran en diferentes compartimentos celulares. Es interesante notar que todas las
isoformas presentes en T. cruzi son Fe-dependientes, similar a lo que ocurre en plantas. Las
isoformas mitocondrial (Fe-SODA) y citosdlica/glicosomal (Fe-SODB1) han sido clonadas y
caracterizadas@®® 210) En T. brucei otras dos isoformas han sido estudiadas, Fe-SODB2
presente en glicosomas y Fe-SODC también mitocondrial®® 212 |3 secuencia de la Fe-
SODC es similar a la de la Fe-SODA. Andlisis filogenéticos construidos a partir de dichas
secuencias en tripanosomatidos muestran una divergencia del 100 % entre ambas enzimas,
lo cual sugiere que un gen antecesor se duplicé antes de que los géneros Trypanosoma y
Leishmania se separasen(?12),

En la siguiente figura se muestran las enzimas antioxidantes en los distintos
compartimentos celulares de T. cruzi (figura 18).
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Figura 18. Distribucion subcelular del sistema enzimatico antioxidante de T. cruzi. El H,0, es metabolizado por la APx-
CcP en el reticulo endoplasmatico, la mitocondria y la membrana plasmatica utilizando Asc/Cyt c2* como dadores de
electrones. Los hidroperoxidos organicos (ROOH) son sustratos de la glutation peroxidasa Il (GPx-Il) que utiliza GSH como
dador de electrones. La T(SH), reduce el glutation oxidado (GSSG) mientras que la tripanotiona reductasa (TR) reduce a
la tripanotiona oxidada (TS;). EI O,°*- es detoxificado en la mitocondria por la Fe-SODA. La peroxirredoxina mitocondrial
(MPX) descompone H,0, y/o ONOO- utilizando TXN-Il y T(SH), como sustratos reductores. En el citosol, la CPX es capaz
de detoxificar ROOH. La metionina sulféxido reductasa (Msr) repara las metioninas oxidadas. La T(SH) es sintetizada a
partir de dos moléculas de GSH y una espermidina en una reaccién catalizada por la tripanotiona sintetasa (TS). Adaptado
de Piacenza y col. (sin publicar)

A continuacién comentaremos en detalle los mecanismos de accién de la TcAPx-CcP y las
Fe-SOD de T. cruzi ya que seran objeto de estudio de esta tesis.

Ascorbato peroxidasa

Actividad peroxidasa

La TcAPx-CcP fue inicialmente descrita como una hemoperoxidasa dependiente de
ascorbato (Km = 192 mM; kcat/Km ~10° M-1s1)(204),

En las hemoperoxidasas el ciclo catalitico comienza con la formacién del compuesto |
(figura 19), que corresponde a la reduccion por dos electrones del H,0; a expensas de la
formacién de un oxoferrilo (Fe'V=0) y un radical catidnico centrado en la porfirina en la
enzima. Luego, el compuesto | es capaz de oxidar a una gran variedad de sustratos ya sea
por uno o dos electrones. En la MPO el potencial de reduccion por uno o dos electrones del
compuesto | es de 1.35Vy 1.16 V respectivamente, por lo que es un oxidante muy fuerte.
Sustratos que pueden donar dos electrones al compuesto | incluyen al Cl, Br y H,0..
Alternativamente, el compuesto | puede reaccionar por un electrén con distintos
reductores celulares (RH) y producir el compuesto I, que al reaccionar nuevamente con un
reductor forma la enzima nativa (cuyo metal se encuentra en el estado Fe"')®V. En el caso
de la TcAPx-CcP la funcién de reductor del compuesto | y Il la cumple el ascorbato. El
ascorbato se oxida a dehidroascorbato, el cual es reducido nuevamente por la T(SH),12%%
213) En este sentido, cabe mencionar que hasta la fecha no se ha identificado una actividad
de-hidro ascorbato reductasa en T. cruzi®, sin embargo, si se ha descrito la sintesis de
novo, lo que compensaria su incapacidad de incorporarlo del medio®?®). La TcAPx-CcP
pertenece al grupo de las hemoperoxidasas de clase |, que comprende a las citocromo ¢
peroxidasas (CcP), las ascorbato peroxidasas, las catalasa-peroxidasas y las peroxidasas
hibridas, las cuales pueden utilizar tanto ascorbato como citocromo ¢ (cyt ¢*?) como
reductor (APx-CcP)?'%), La mayoria de las APx-CcP poseen un triptofano distal y uno
proximal que le confiere la actividad CcP. Leishmania major, por ejemplo, posee una APx-
CcP19) y se demostré que la mutacién W208F genera una enzima sin actividad CcP pero
que retiene actividad APx2%), El mecanismo dilucidado involucra al triptéfano 208 cercano
al hemo, el cual rdpidamente reduce al radical centrado en la porfirina del compuesto |
dando lugar a un radical catidénico en dicho aminodcido y formando lo que se denomina el
compuesto tipo | (figura 19). Este compuesto es finalmente reducido por ascorbato o cyt
c*?2 dando lugar a la enzima nativa?®). TcAPx comparte una homologia siginificativa con la
LmAPx-CcP (62 % identidad y 86 % similitud)?®) y estudios filogenéticos la clasificaron
como miembro de las hemoperoxidasas hibridas de tipo A?1> 217) pPor esta razén es de
interés estudiar si esta enzima es capaz de funcionar como peroxidasa hibrida, asi como lo
hace la LmAPx-CcP. En su tesis de doctorado, Martin Hugo detectdé, mediante la
observacion de los espectros de absorcion, que la enzima no formaba un compuesto | tipico
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Figura 19. Mecanismo catalitico de las hemoperoxidasas. Las APx siguen la ruta de reaccién inferior utilizando ascorbato
como reductor (RH). Las CcP siguen la ruta superior, en donde se forma un radical centrado en un triptéfano cercano al
hemo y luego utilizan cyt c** como reductor.

Localizacion subcelular y rol en la virulencia

El primer trabajo que caracterizd a la TcAPx-CcP de T. cruzi menciona que la enzima se
encuentra limitada al reticulo endoplasmatico?%4. Sin embargo, la nueva actividad CcP en
la TcAPx-CcP, y el hecho que su homdloga en L. major se encuentra en la membrana
mitocondrial interna orientada hacia el espacio intermembrana?!®), condujo a Hugo y col.
a re-plantearse su localizacién y efectivamente la lograron detectar en la membrana
plasmatica y asociada a la membrana mitocondrial®?®®), Esto udltimo abre nuevas
posibilidades en cuanto al rol de la enzima en la detoxificacidn de perdxidos.

En este sentido, se ha visto que epimastigotes sobrexpresantes de la TcAPx-CcP son mas
resistentes a la toxicidad por H20; que la cepa WT2%*) mientras que pardsitos knockout son
mas sensibles2’). A su vez, la expresion de la TcAPx-CcP aumenta luego de la exposicidn
del parasito a H,0; y se encuentra incrementada en algunas cepas aisladas resistentes a la
droga benznidazol???), Sin embargo, no se observé una correlacion entre el contenido de
TcAPx-CcP de distintas cepas de T. cruzi y los niveles de parasitemia en modelos animales
de infeccién®?. Asimismo, tampoco se observéd que la TcAPx-CcP sea un factor de
virulencia utilizando parasitos knockout de la enzima en un modelo murino de la fase
crénica de la enfermedad, aunque si se detectd una menor cantidad de parasitos en la fase
agudal?’®), Se desconoce si esta enzima es capaz de descomponer peroxinitrito in vitro.
Epimastigotas sobrexpresantes de la TcAPx-CcP son igualmente susceptibles al
peroxinitrito que la cepa WT(3), Sin embargo, dado que en las formas infectivas la enzima
se encuentra en la membrana plasmatica, no se puede descartar su posible rol en la
detoxificacion de dicho oxidante durante la infeccién a células de mamifero.
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Superoxido dismutasas

Reaccion de dismutacion

Las SODs son metaloenzimas de Fe, Mn, Cu/Zn o Ni que catalizan la dismutacion del 0, a
H.0; y Oz en una reaccion de dos pasos (Ec. 16 y 17):

05~ + M™S0D - 0, + M®*~V*s0D Ec. 16
05~ + M™=V+*s0D +2H* - H,0, + M™*SOD Ec. 17

En este mecanismo, el complejo metdlico (M"*) participa tanto en la reduccién como en la
oxidacién del O,*, por tanto su potencial de reduccién debe situarse entre -0.16 Vy 0.89 V
(E® del par 02/0;° y 02°°/H,0; respectivamente), de lo contrario no podria actuar como
SOD. Las SODs tienen la particularidad de poseer un potencial de reduccidon finamente
regulado de forma que se situa entre los valores antedichos, 0.26 V para la Cu/Zn-SOD, 0.31
V para la Mn-SOD y 0.23-0.29 V para la Fe-SOD. El cianuro, un inhibidor de la Cu/Zn-SOD,
disminuye su E% a -0.44 V imposibilitando su funcién de SOD(®3),

En general todas las isoformas de las SODs se encuentran en el orden de micro molar en la
célula (4-40 pM Cu/Zn-SOD y 1-30 uM Mn-SOD)7% 175 221)  sin embargo las constantes de
reaccién varian en funcién del metal, siendo las isoformas de Fe las mas lentas (~10° M1s’
I para las Cu/Zn-SOD y ~108 M!s! para las Fe-SOD)(®7-222) Dado que la reaccién del 02" con
el °"NO es uno o dos érdenes mas rapida, la concentracion y localizacién de la SOD en el sitio
de formacidn del O,* es de vital importancia.

Localizacion subcelular

Las SODs fueron descritas por primera vez en 1969 por McCord y Fridovich purificandola a
partir de gldbulos rojos®”). Con el tiempo, no sélo se demostrd y cuantifico su presencia en
diferentes tejidos de mamiferos??3®) sino que se encontré que era esencial para la vida
aerobial®® 89, La identidad del metal y la localizacién de las SODs varian en las diferentes
especies. En mamiferos, existe una Mn-SOD en la mitocondria, una Cu/Zn-SOD en el citosol
y en el espacio intermembrana mitocondrial y una Cu/Zn-SOD extracelular. En E. coli, como
en muchas otras bacterias, existen dos SODs citoplasmaticas (una MnSOD y una FeSOD)?%4
225)y por otro lado, una Cu/Zn-SOD en el periplasma??®) |a cual se ha sugerido que posee
un rol importante en la defensa contra el O,* proveniente del exterior®®?3), En general, las
plantas poseen Mn-SOD en su mitocondria y peroxisomas y Fe-SOD en sus cloroplastos. Los
tripanosomatidos, por su parte, poseen sélo la isoforma dependiente de Fe en varios
compartimentos subcelulares (Fe-SODA y Fe-SODC en la mitocondria, Fe-SODB1 en el
citosol y glicosomas y Fe-SODB2 sélo en glicosomas1®7)).

En Trypanosoma cruzi, las principales fuentes de 0;" a las que se puede ver expuesto el
parasito son la NOX-2 presente en células fagociticas, la mitocondria o el metabolismo de
xenobidticos. En el caso de la mitocondria, se ha visto que diferentes agentes son capaces
de inducir un aumento en la produccion de 0,°, como ser el suero humano fresco, el *NO
o el Hy02. En los tres casos un aumento de la expresion de la Fe-SODA disminuye la
concentracion del O,* y protege de sus efectos celulares, por ejemplo, de la apoptosis®®
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136,227) |3 Fe-SODB1 del parasito es la Unica isoforma presente en el citosol por lo que es
una excelente candidata a defender al parasito del O,* proveniente del exterior. Este rol
aun no ha sido estudiado y serd objeto de estudio de esta tesis.

Estructura y relaciones evolutivas

2.4 billones de afos atrds ocurrié la transicidon entre la antigua atmdsfera reductora y la
actual oxidante. La necesidad de sistemas de proteccidn contra los efectos secundarios
nocivos del O, generd una presidn evolutiva que condujo a la aparicion muy temprana de
una SOD ancestral. Este hecho es tan antiguo que actualmente la SOD se encuentra en
todos los érdenes de la vida indicando que su aparicién ocurrié antes de la separacién entre
el dominio bacteria del archaea. Sin embargo, no todas las isoformas de la SOD
evolucionaron a partir de una misma proteina, sino que existen tres familias. La version
mas antigua de la SOD utilizaba Fe, el cual abundaba en el ambiente antiguo reductor.
Luego se comenzd a preferir el Mn, el cual poseia menos efectos téxicos que el Fe en
presencia de O,. Por tanto, la primer familia de las SODs engloba a las Fe-SODs y Mn-SODs.
Sus estructuras son tan homaélogas?28) que algunos organismos poseen SODs con capacidad
de unir tanto Fe como Mn. A estas SODs se les
denomina cambialisticas??®). Sin embargo, la
mayoria de las Mn-SOD no pueden utilizar Fe y
viceversa sin alterar su funcion(z3% 231, E| sitio
activo de las Fe-SODs y Mn-SODs se encuentra
altamente conservado (figura 20), el Fe esta
coordinado a tres histidinas y un aspartato, asi
como a una molécula de agua del solvente(?32),
El sitio activo también contiene un residuo de
., - tirosina (Tyr34), el cual se encuentra
P e/ ' conservado en todas las Fe-SODs y Mn-SODs y
- posee un rol importante en la actividad(?33),

Figura 20. Estructuras superpuestas de la Fe-SOD y Mn-SOD de E. coli. Sélo un mondémero se muestra y se resaltan el
metal, los aminodcidos que lo coordinan, una glutamina conservada y la Tyr34. Adaptado de Miller, 2012(230),

Una familia distinta es la dependiente de niquel, la cual fue descrita por primera vez en
hongos?3*). Aunque se ha encontrado también en cianobacterias, hasta el momento no se
ha descrito en bacterias gram-positivas, archaea o eucariotas, salvo un caso de un alga
unicelular. Esto implica que seguramente, las Ni-SODs hayan evolucionado de forma
independiente a las Fe-SODs o Mn-SODs y mas adelante en la historia?3). El sitio activo de
las Ni-SODs se encuentra la porcion N-terminal e involucra a nueve aminoacidos.

La ultima y tercer familia de SODs corresponde a las Cu/Zn-SODs. Estas enzimas se
encuentran presentes en muchas especies, por ejemplo en el periplasma de varias
bacterias gram-negativas patogénicas. También se encuentra presente en plantas,
animales y hongos, aunque extrafiamente estd ausente en protistas. Un caso
particularmente interesante es la SODC de M. tuberculosis. Esta enzima posee una gran
homologia con otras Cu/Zn-SODs pero sin embargo no contiene Zn, lo cual podria conferirle
una ventaja al patégeno ya que no dependeria de la obtencion de dicho metal desde el
huésped para expresar la enzima activa(?3),



Introduccion

A continuacion se adjunta dos imagenes que muestran las diferencias estructurales y
evolutivas de las tres familias (figura 21y 22).

Figura 21.
Estructuras de las
SODs (segunda fila es
la estructura rotada
90°). Las Ni-SOD son
homohexameros de
cuatro  hélices-alfa,
cada uno de los
mondmeros unen un
Ni en su extremo N-
terminal. Las Cu/Zn-
SOD son dimeros, o
dimero de dimeros, y
poseen un  barril
beta, una corta hélice
alfa, un Cuy un Zn en cada mondmero. Las Fe-SODs o Mn-SODs también se pueden encontrar como dimeros o tetrameros.
Poseen una hoja beta, varias hélices alfa y un ion de Fe o Mn. Adaptado de Miller, 2012(230),

Figura 22. Distribucién

de las SODs en los

distintos dominios de

. la vida. Naranja: Fe-

Fung' SODs, magenta: Mn-

SODs, azul: Cu/Zn-

SODs y verde: Ni-SODs.

Los estados

cuaternarios de cada

SOD se indican en las

células pero no en el

arbol. Adaptado de
miller 2012.
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Nitracion

Se han descrito en las SODs varias modificaciones post-traduccionales que pueden
modificar la actividad de la enzima y participar en mecanismos fisiolégicos de regulacion
y/o procesos patoldgicos. Ejemplos de estas modificaciones son la fosforilacion, la
acetilacién y la nitracién.

La nitraciéon, como mencionamos anteriormente, es un fendmeno oxidativo que requiere
de la presencia simultanea de un radical proteicoy *NO;. Muy poco tiempo después de que
se postulara que el peroxinitrito era una molécula potencialmente tdxica se detectd la
presencia de 3-NT en SODs expuestas a este compuestol?3®). Esta modificacién fue
posteriormente estudiada en profundidad para la Mn-SOD mitocondrial, donde se
encontrd que esta enzima se inactiva por peroxinitrito debido a la nitracion especifica de
la tirosina 34(174176) |3 Tyr34 se encuentra muy cerca del sitio activo (figura 23) y la
nitracion de este residuo conduce al bloqueo del canal de acceso del sustrato al sitio activo.
A esto ultimo, se suma el efecto de repulsién del sustrato que se crea por la ganancia de
una carga negativa en la 3-NT.

Figura 23. Vista esquemdtica del canal de entrada del O,*-a la Mn-SOD (A) y de cémo se bloquea el acceso con la presencia
de 3-NT en la Tyr34 (B). Adaptado de Radi, 2012(170),

El mecanismo de nitracion que se propone implica la formacién de un intermediario
oxometalico (Ec. 18), que seria la especie oxidante de la tirosina (k ~10° Ms?, Ec. 19).
Luego la reaccion del radical tirosilo con el *NO; es muy rapida produciendo el aminoacido
nitrado (k ~10° M1s?, Ec. 20).

Mn3*SOD + ONOO~ - 0 = Mn**SOD + °NO, Ec. 18

Tyr34 + 0 = Mn** > °Tyr34 + Mn3* + OH™ Ec. 19

‘Tyr34+ °NO, - NO,Tyr34 Ec. 20
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Modulacidn de la expresion de enzimas antioxidantes

Para estudiar el rol in vivo del sistema antioxidante la estrategia ha sido manipular
genéticamente los parasitos para especificamente aumentar o disminuir la expresion de
determinada enzima (tabla 4). En el caso de T. cruzi, los experimentos se han centrado en
su gran mayoria en la sobrexpresion enzimatica debido a que obtener cepas knockout es
muy dificil (la eficiencia de recombinacion homodloga es muy baja en T. cruziy esta limitada
a un solo alelo por marcador de seleccién)?3”) y no se puede emplear ARN de interferencia
(ARNi) ya que T. cruzi no posee la maquinaria necesaria para procesarlos®38),
Recientemente, se han obtenido resultados exitosos utilizando el sistema CRISPR-Cas9 y
sin duda es una herramienta que resultard muy util en el futuro(23%-241),

Tabla 4. Algunos ejemplos de modificaciones genéticas del sistema antioxidante en tripanosomatidos.

Enzima Especie Método Fenotipo Ref.
Metabolismo de la T(SH)2
Alteracién en el crecimiento y (242,
TryS T. brucei ARNi viabilidad. Mayor sensibilidad a H202y
t-butil-hidroperdxido
., . Alteracion en el crecimiento, mayor
Expresion variable, - . .
; . sensibilidad al H20; e incapacidad de (244)
TryR T. brucei dependiente de . L
- establecer la infeccién in vivo en
tetraciclina . -
ausencia de tetraciclina
. e S tibilidad inalterada a H20
TryR T. cruzi Sobrexpresién e L e (282)

nifurtimox

Triparredoxinas y peroxidasas

TXN-1

TXN-2

CPX

MPX

APX-CcP

APX-CcP

T. brucei

T. brucei

T. cruzi

T. cruzi

T. cruzi

T. cruzi

ARNi

ARNi

Sobrexpresidn

Sobrexpresién

Sobrexpresién

Delecion génica

Alteracién en el crecimiento y
viabilidad. Mayor sensibilidad a H.0>

Sin alteracion

Mayor resistencia a H.0, t-butil-
hidroperoxido y peroxinitrito. Mayor
infectividad in vitro e in vivo.

Mayor resistencia a H202, t-butil-
hidroperdxido y peroxinitrito. Mayor
infectividad in vitro.

Mayor resistencia a H202

Si bien presentan un menor
porcentaje de infeccién en células y
mayor sensibilidad a H20», in vivo
logran establecer la infeccién

(246,
247)

(246)
(22, 163,
248,
249)
(163,
248,

249)

(204)

(219)
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Enzima Especie Método Fenotipo Ref.
. . Mayor resistencia a H.0, t-butil-
GPx-1 T. cruzi Sobrexpresién WA 252, toul (201)
hidroperoxido
Superdxido dismutasas
Resistencia a la apoptosis mediada
Fe-SODA . ., or complemento, H20;2 y *NO. Mayor

. . T. cruzi Sobrexpresion porcomp Kooty v (60, 227)

(Mitocondria) infeccidén en cardiomiocitos
inmunoestimulados.
Fe-SODA No hay efecto en el crecimiento.

. . T. brucei  ARNi -~ (211)
(Mitocondria) rucel ! Aumento en la sensibilidad a paraquat
Fe-SODB1 T cruzi Sobrexpresién Aumento en la sensibilidad a (250)
(Citosol/glicosomas) P benznidazol y violeta de genciana
Fe-SODB1 T brucei el it Aumento en la sensibilidad a (251)

(Citosol/glicosomas)

Fe-SODB1 / Fe-
SODB2 T. brucei
(Citosol/glicosomas)

Fe-SODB2

. T. brucei
(glicosomas)

ARNi

Delecion génica

nifurtimox y benznidazol

Alteracion en el crecimiento y
viabilidad

Sin alteracion

(211)

(251)







Objetivos

En este trabajo estudiaremos aspectos bioquimicos-mecanisticos de tres enzimas del
sistema antioxidante de Trypanosoma cruzi expuestas a especies reactivas de relevancia
fisioldgica. Asimismo evaluaremos su contribucién a la invasion y proliferacion en
macrofagos, asi como su rol en la etapa aguda de la enfermedad de Chagas. Los resultados
obtenidos nos permitiran contribuir al conocimiento de las reacciones redox en proteinas
y evaluar si dichas enzimas contribuyen a la virulencia del parasito.

En este sentido nos hemos propuesto los siguientes objetivos especificos:

1- Estudiar las modificaciones nitroxidativas en la Fe-SODA (isoforma mitocondrial) y
Fe-SODB1 (de ahora en mas Fe-SODB, isoforma citosdélica) expuestas a peroxinitrito
(Capitulo 1).

2- Evaluar la contribucidon de la Fe-SODA y Fe-SODB en la defensa contra el estrés
oxidativo generado por macréfagos in vitro y de la Fe-SODB en la virulencia durante
la infeccidn aguda in vivo. Evaluar la produccidn y difusion a través de la membrana
del O, durante la fagocitosis (Capitulo 2).

3- Dilucidar el mecanismo de reaccion de la TcAPx-CcP con H,0; dependiente de cyt
c2* y su rol durante la infeccién a macréfagos e in vivo utilizando un modelo murino
de la etapa aguda de la enfermedad (Capitulo 3).






CAPITULO 1

Estudio de las modificaciones
nitroxidativas en la Fe-SODA vy
Fe-SODB expuestas a
peroxinitrito







Capitulo 1 39
Resumen

Resumen

Durante la fagocitosis de T. cruzi por macrdéfagos previamente inmunoestimulados se
producen peroxinitrito, el cual es capaz de difundir hacia el parasito internalizado vy
modificar una gran variedad de biomoléculas. Estudios anteriores en la Mn-SOD han
mostrado que esta enzima es altamente susceptible a la inactivacion por peroxinitrito
debido a la nitracidn en la Tyr34 cercana al sitio activo. T. cruzi contiene exclusivamente
Fe-SODs las cuales se encuentran relacionadas filogenética y estructuralmente a las Mn-
SODs. Estas enzimas se encuentran en diferentes compartimentos sub-celulares
demostrando la importancia en la detoxificacion del O;*". Los efectos del peroxinitrito sobre
las Fe-SODs de T. cruzi aun no se conocen y serdn objeto de estudio de este capitulo.

Principales resultados obtenidos

e El peroxinitrito reacciona directamente con las isoformas mitocondrial y citosélica (Fe-
SODA y Fe-SODB respectivamente) con constantes de reaccion de 4.6 + 0.2 x 10%y 4.3
+0.4 x10*M1sta pH 7.4 y 37°C respectivamente.

e Ambas enzimas se inactivan y nitran de forma dosis dependiente con peroxinitrito. La
susceptibilidad de la Fe-SODA hacia el peroxinitrito es similar a las ya reportadas para
las Mn-SODs y Fe-SODs de E. coliy para la Mn-SOD de mamiferos. Sin embargo, la Fe-
SODB resultd ser excepcionalmente resistente.

e Lainactivacion se debe a la nitracion sitio especifica en la Tyr35 cercana al Fe del sitio
activo.

e Se cristalizd y resolvié la estructura de la Fe-SODA. Se encontraron diferencias
estructurales entre la Fe-SODA y Fe-SODB que incluyen varios triptéfanos y cisteinas.

e La alquilacidn de los tioles de la Fe-SODB revierte el fenotipo observado volviéndose
susceptible al peroxinitrito. En particular, la mutaciéon C83S (cisteina ausente en la Fe-
SODA) aumenta la sensibilidad de la Fe-SODB. Se encontré que la Cys83 presente en la
Fe-SODB actia como dador de electrones y repara, mediante un mecanismo de
transferencia de electrones intra-molecula (IET), el radical tirosilo formado en la Tyr35,
previniendo de esta manera la nitracidn e inactivacién de la enzima.

e La T(SH)2 es capaz de reducir al radical Cys83-S* permitiendo que la Fe-SODB pueda
reaccionar con mas de una molécula de ONOO" sin ser inactivada in vivo.

e Se detectd la nitracién y oxidacidén de la Fe-SODA en parasitos expuestos a fuentes
exogenas y endégenas de peroxinitrito. No se observaron cambios en la Fe-SODB en
estas condiciones.

e Los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que ambas enzimas podrian tener
diferentes roles (senalizacion o defensa) durante la infeccion a células de mamiferos.
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Materiales y métodos

Reactivos

La N-etilmaleimida (NEM), acido dietilen-triamino-pentanoico, acido 5,5-ditiobis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB), diéxido de manganeso, medio de cultivo “Dulbecco's Modified
Eagle's Medium” (DMEM), LPS, geneticina (G418), L-cisteina metil ester, 4-(2-piridilazo)-
resorcinol y fenil-N-butil nitrona (PBN) se adquirieron de Sigma. El dador de *NO 1-hidroxi-
2-0x0-3-(N-etil-2-aminoetil)-3-etil-1-triazeno (NOC-12) se compré a Dojindo. El IFN-y
recombinante murino fue de Calbiochem. El peroxinitrito fue sintetizado en el laboratorio
a partir de nitrito de sodio y H202 en condiciones acidas y se cuantificado como se describid
previamente. El exceso de H;0; se removié con MnQO; y la contaminacién con NOy fue
siempre menor al 20 %3, La concentracién de peroxinitrito se determiné
espectrofotométricamente a 302 nm (g = 1670 Mcm™)2%2, E| spin trap 5,5-dimetil-1-
pirrolina-N-6xido (DMPO) y el anticuerpo anti-DMPO fueron amablemente cedidos por el
Dr. Ronald Maison (NIEHS, National Institutes of Health, Bethesda, MD).

Expresion, purificacion y mutacidn sitio-dirigida en las Fe-
SODAy Fe-SODB de T. cruzi

Los genes de las Fe-SODs fueron amplificados a partir de ADN gendmico de T. cruzi (cepa

CL-Brener) usando los siguientes primers: Fe-SODA, 5’-
GGATCCGCCCCGGCCGAGTTGCCCAA-3’ (forward) y 5-
GGAAGCTTTATTTTATTGCCTGCGCATG-3’ (reverse); Fe-SODB, 5'-
GGGGATCCATGGTCTTCAGCATTCCTCC-3’ (forward) v 5'—

GGAAGCTTCGTGGGTCAAAGTTGTCG -3’ (reverse). Se sefialan los sitios de corte para las
enzimas de restriccion BamHI y Hindlll. El producto de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) purificado (kit de extraccién de gel BIORON) se ligd en el vector pGEM-T Easy
(Promega) y se transformé en bacterias electrocompetentes de E. coli XL1 blue la cual se
utilizé como cepa de almacenamiento. Los genes amplificados de la Fe-SODA (sin el péptido
sefial de translocacién a la mitocondria) y la Fe-SODB se clonaron en el vector pQE-30
(Qiagen) entre los sitios BamHI y Hindlll y se transformaron en bacterias de E. coli M15
(pREP4). Estas células se cultivaron a 37°C en medio Luria-Bertani (LB) con ampicilina (100
pug/mL) y kanamicina (50 pug/mL). La expresién se indujo utilizando el compuesto isopropil-
B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG, 0.8 mM)y cuando el cultivo alcanzé una Asgo= 0.6 se bajo
la temperatura a 22°C durante toda la noche. La purificacion se realizé en una columna de
5 mL HiTrap (Amersham Biosciencies) cargada con niquel y equilibrada con el buffer de
unién (50 mM NaH2POa/NaxHPOa, pH 7.6, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM) a un flujo de 3
mL/min. La elucidn se realizé en gradiente linear de imidazol (10-500 mM) sobre la misma
base del buffer de unidn. El imidazol se removié mediante gel filtracién utilizando las
columnas HiTrap desalting de Amersham Biosciences y buffer fosfato de sodio (50 mM, pH
7.4). La pureza se evalué mediante SDS-PAGE vy la concentracién de proteina utilizando el
método de Bradford(?>3). El peso molecular de las proteinas purificadas se evalué mediante
cromatografia de gel filtracién utilizando una columna Superdex-200 (GE Healthcare)
calibrada con los siguientes estandares: 13700, 29000, 43000 y 75000 Da (GE Healthcare).
El contenido de Fe se midié utilizando el reactivo 4-piridilazo-resorcinol?*4. La mutagénesis
sito-dirigida en la Fe-SODB-C159S se realizdo mediante PCR del ADN plasmidico previamente
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construido (pQE30-SODB) con 1.25 U de Pfu Turbo DNA polimerasa (Fermentas) usando los
siguientes primers: 5’- ACTTGAAGCCTCTCCTTACAAGCGATGTATGGGAG-3’ (forward) y 5’-
CTCCCATACATCGCTTGTAAGGAGAGGCTTCAAGT-3' (reverse). La PCR se realizd con una
temperatura de unién de 55°C (16 ciclos) y una temperatura de extensién de 68°C (8 min).
Luego de la PCR, el ADN mutado se seleccioné con Dpnl (Biolabs), la cual degrada el ADN
metilado parental. La secuencia se corrobord en la plataforma de secuenciacién del
Instituto Pasteur, Montevideo, Uruguay. Los mutantes Fe-SODB-C83S y N187D/K189E se
compraron a GenScript. Las proteinas se expresaron y purificaron como se describié
anteriormente.

Determinacion de la constante con O,"

La actividad SOD de las proteinas recombinantes se cuantificé midiendo la disminucién de
la velocidad de reduccidon del cyt c?* (20 uM) dependiente de O, a 550 nm utilizando
xantina (X, 50 uM) y xantina oxidasa (XO, cantidad suficiente para una pendiente inicial de
0.025 min!) como fuente de 0,*®7). Las constantes de reaccién se determinaron mediante
el método cinético de competencia descrito previamente. La reduccién del cyt ¢* (20 uM)
se monitored a 550 nm y 37°C en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7.8 en presencia o
ausencia de Fe-SODA o Fe-SODB (0-40 nM). Las velocidades de reduccién del cyt c?* en
ausencia (Vo) y presencia de Fe-SOD (Vsop) se utilizaron para calcular las fracciones de
inhibicion (FI = (Vo- Vsop)/ Vo). Sabiendo que la constante de velocidad entre el O2* vy el cyt
c?* a pH 7.8 previamente reportada es de k = 2.6 + 0.1 x 10° M!s? se calculd la constante
de velocidad entre el O2*"y las Fe-SODs siguiendo la siguiente ecuacion: ksop = keyt c2+ X ([cyt
c?*]/[Fe-SOD]so). La [Fe-SOD]so (concentracion de SOD que causa una Fl de 0.5) se obtuvo a
partir de la grafica Fl vs. [Fe-SOD], cuya curva se ajusta a una hipérbola rectangular(?),

Determinacidn de la constante con peroxinitrito

La cinética de descomposicién del peroxinitrito (10 y 17 uM para la Fe-SODA y Fe-SODB
respectivamente) en presencia o ausencia de Fe-SODs (0-15 uM) se monitored a 302 nm
(€302 = 1670 Mcm™?) en un espectrofotémetro de flujo detenido (SX20, Applied
Photophysics) el cual posee un tiempo de mezcla de < 2 ms. Se utilizé para determinar la
constante de reaccidn el método de velocidades iniciales?*®), en donde los primeros 0-0.15
s de descomposicidn se ajustaron a una curva lineal y las velocidades iniciales se obtuvieron
al dividir la pendiente de dicha curva por el coeficiente de extincién molar del peroxinitrito
multiplicado por 1.25. Este factor tiene en cuenta que a pH 7.4 un 20% del peroxinitrito se
encuentra protonado y no absorbe luz a 302 nm. Las constantes de segundo orden de
reaccion (kz) se calcularon como Vo = (k1 + k2 x [Fe-SOD]o) x [peroxinitrito]o, donde k; es la
constante de descomposicion del peroxinitrito en ausencia de Fe-SOD?>®). Los valores
reportados son el promedio de al menos siete determinaciones. La temperatura se
mantuvo en 37°Cy el pHa 7.4.

Medida del contenido y alquilacion de tioles proteicos

Los tioles proteicos se cuantificaron usando el ensayo del DTNB(2>7), Los tioles se redujeron
previamente incubando la enzima con ditiotreitol (DTT, 1mM) por 30 min a temperatura
ambiente. La alquilacién de las Fe-SODs (200 uM) se realizd6 mezclando las enzimas con



Capitulo 1
Materiales y métodos

NEM (10 mM) por 2 h en buffer fosfato de sodio (50 mM, pH 7.4) a 4°C. El exceso de DTT y
NEM se removié inmediatamente luego de la incubacién usando las columnas HiTrap
desalting de Amersham Biosciences como se describié previamente(!),

Tratamiento de las Fe-SODs con peroxinitrito

El peroxinitrito (0-2000 uM) se agregé a las enzimas purificadas (8 uM, buffer fosfato 200
mM, pH 5.8-8.0) en una dosis Unica en bolo utilizando vortex por 10 s. La actividad SOD se
midié como se describid anteriormente. La adicién de peroxinitrito se realizd en presencia
o ausencia de GSH (10 mM), 4cido urico (100 uM), L-cisteina metil éster (8 uM), bicarbonato
(25 mM), PBN (50 mM) o DMPO (100 mM).

Western blots

Luego del tratamiento, las proteinas se separaron en un gel con SDS de 15 %, se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se realizé el bloqueo en buffer fosfato
salino (PBS; NaCl, 137 mM; KCl, 2.7 mM; Na;HPQO4, 10 mM; KH2PO4, 2 mM) conteniendo 5
% m/v de leche en polvo. Las membranas se incubaron con el anticuerpo policlonal de
conejo anti-nitrotirosina (1/2000, producido en el laboratorio®®®) o con el anticuerpo
policlonal de conejo anti-T. cruzi Fe-SODA o anti-T. cruzi Fe-SODB (1/5000, producido en el
Instituto Pasteur®?). Las diluciones de los anticuerpos se realizaron en PBS y Tween 20
(0.1 % v/v) y la incubacidn fue por 1 h a temperatura ambiente y en agitacion. Luego de
tres lavados las membranas se incubaron por 1 h a temperatura ambiente con los
anticuerpos anti-lgG de conejo (ya sea IR Dye-800 e IR Dye-680 de Li-COR Biosciences o el
conjugado a peroxidasa de Calbiochem). La dilucién utilizada fue de 1/15000 en PBS vy
Tween 20 (0.1 % v/v). Luego de tres lavados las membranas se visualizaron en un sistema
de deteccién de fluorescencia en el infrarojo (Odyssey, Li-COR Biosciencies) o mediante el
uso de placas fotogréficas utilizando el kit Immun-Star de Bio-Rad. En los experimentos de
atrapamiento de radicales (del inglés: immune-spin trapping), luego de la exposicién de la
Fe-SODB (50 uM) a peroxinitrito (5-20 uM) en presencia o ausencia de DMPO (100 mM),
las muestras se analizaron por Western blot buscando los aductos DMPO-nitrona-proteina
con el anticuerpo policlonal de conejo anti-DMPO-nitrona (1/2000 en PBS; Tween 20 0.1 %
v/v y albimina bovina, BSA, 4 % v/v) como se describié previamente(?®). Las proteinas
reactivas se detectaron con el sistema de visualizacion en el infrarojo que se menciond
anteriormente.

Estudios de EPR

Los espectros de resonancia paramagnética electrdnica (del inglés: electron paramagnetic
resonance, EPR) se registraron a temperatura ambiente (25°C) en el equipo Bruker EMX.
La Fe-SODB nativa o la Fe-SODB-C83S (2 mM) se incubaron con el atrapador de radicales
PBN (50 mM) y se expusieron a peroxinitrito (500 uM). En algunos casos se adiciond T(SH);
(0-1 mM, cedida amablemente por la Dra. Luise Krauth-Siegel) previo a la exposicion.
Inmediatamente después de la adicién del oxidante, las muestras se transfirieron a una
celda plana (200 pL), y se realizaron los registros en el equipo (15 adquisiciones). En algunos
casos, los aductos entre la Fe-SODB y el PBN fueron posteriormente digeridos con Pronasa
(20 mg/mL) durante 10 min, y se registraron nuevamente los espectros.
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Analisis de péptidos de las Fe-SODs expuestas a peroxinitrito

Las Fe-SOD (8 uM) fueron tratadas con peroxinitrito (0-300 uM) en buffer fosfato de sodio
(200 mM, pH 7,4) a 25°C en presencia o ausencia de DMPO (100 mM). Las muestras se
separaron mediante electroforesis en gel de una o dos dimensiones. Para la separacién en
la primera dimensidn, se utilizaron tiras IPG disponibles comercialmente (7 cm, lineales 3-
10, GE Healthcare). Las enzimas se purificaron y se concentraron utilizando el kit 2-D Clean-
up de GE Healthcare y se disolvieron en 125 pL de solucién de rehidratacion (urea 7 M,
tiourea 2 M, CHAPS 2% m/v, buffer IPG 3-10 (GE Healthcare) 0.5 % v/v, azul de bromofenol
0.002% m/vy DTT 17 mM). Las muestras en solucidn de rehidratacidn se cargaron en las
tiras IPG por rehidratacién pasiva durante 12 h a temperatura ambiente. El enfoque
isoeléctrico se realizé en una unidad IPGphor (GE Healthcare) que emplea el siguiente perfil
de voltajes: una fase constante de 300 V durante 30 min, un aumento lineal a 1000 V en 30
min, un aumento lineal a 5000 V en 80 min, y una fase final constante de 5000 V para
alcanzar un total de 2.0 kVh. Antes de correr la segunda dimensién, las tiras IPG se
redujeron durante 15 min en buffer de equilibrado (urea 6 M, Tris-HCl 75 mM, pH 8.8,
glicerol 29.3 % v/v, SDS 2 % m/v, azul de bromofenol 0.002 % m/v y DTT 10 mg/mL) y
posteriormente se alquilaron con iodoacetamida (25 mg/mL). La segunda dimension se
realizé en gel con SDS de 15 % utilizando una unidad de electroforesis en gel vertical SE 260
(GE Healthcare). Los geles se tifieron con Coomasie Blue G-250 coloidal. Las imagenes
fueron digitalizadas usando un escaner UMAX Power-Look 1120 y Software LabScan
version 5.0 (GE Healthcare). Algunos puntos (del inglés: spots) fueron seleccionados de los
geles bidimensionales o bandas de geles unidimensionales y fueron extraidos
manualmente y digeridos in situ dentro del gel con tripsina (grado secuenciacién, Promega)
como se describid previamente(?61), Los péptidos se extrajeron de los geles utilizando una
mezcla de acetonitrilo y agua (60 % v/v) que contenia acido trifluoroacético (TFA, 0.1 % v/v)
y se concentraron en un concentrador de vacio. Las mezclas de péptidos se analizaron
usando un espectrémetro de masas con trampa de iones lineal (LTQ Velos, Thermo)
acoplado en linea a un sistema de cromatografia liquida (Easy-nLC, Proxeon-Thermo) o,
alternativamente, usando un espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF (4800 MALDI
TOF/TOF, ABi Sciex). En el método n-LC/MS, los péptidos fueron separados en una columna
de fase reversa (Aquasil C18 100 mm, didametro interno de 75 um, PicoFRIT de New
Objective) y eluyeron en un gradiente lineal de acetonitrilo (0.1 % 4cido férmico, 0-40 %
acetonitrilo en 55 min) a un flujo de 0.3 pL/min. El voltaje del ionizador de tipo electrospray
fue de 1.4 kV y la temperatura del capilar de 200°C. Los péptidos se detectaron en modo
positivo utilizando un rango de masas de 300 a 2000, y se realiz6 MS/MS a los cinco picos
mas abundantes de cada segmento, adquiriéndose los datos de forma datos-dependiente.
Los péptidos fueron identificados utilizando bases de datos publicas (NCBInr, Noviembre
2012) y usando los siguientes pardmetros de busqueda: tolerancia, 1.2 Da; tolerancia
MS/MS, 0.8 Da; y, oxidacion de metioninas y nitracidén de tirosinas como modificaciones
variables. El limite de significancia para la identificacién del péptido se fijé en p < 0.05. En
los experimentos de MALDI TOF/TOF se utilizé el modo positivo y los espectros de masa se
calibraron externamente utilizando una mezcla de estandares de péptidos (Applied
Biosystems). La secuencia de los péptidos se confirmé por andlisis MS/MS de los iones
seleccionados.
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Cuantificacidon de nitro-tirosina

Para la cuantificacion total de 3-NT, se agregd peroxinitrito (0.05-3000 uM) a las Fe-SODs
(8-16 uM) en buffer fosfato de sodio (200 mM, pH 5.8-8). Se removidé el NO, residual
mediante dos precipitaciones consecutivas con acetonitrilo (un volimen) por 40 min a 4°C
seguido de una centrifugacidn a 14000 g por 40 min a 4°C. Las proteinas se resuspendieron
en agua nanopura (500 pL) conteniendo los estandares internos [U-13Co™N1]Tyr (tirosina
marcada universalmente) 20 nmol; [NO2-13Cg]Tyr 500 pmol y [*3Ce] Tyr(?%2), Los precursores
estables marcados isotopicamente se utilizaron como estandares internos para la
cuantificacion de la tirosina y la 3-NT total presente en la proteina ([U-13Co'>N1]Tyr y [NO>-
13C]Tyr respectivamente). La [*3Cs]Tyr se utilizd para monitorear la generacion artefactual
de 3-NT durante el procesamiento de la muestra. Las proteinas se hidrolizaron durante
toda la noche a 116°C en HCI (6 N) utilizando tubos de hidrdlisis especiales (Pierce). Luego
de la hidrdlisis, las muestras se evaporaron y el pellet se resuspendioé en 200 plL de acido
formico (0.1 % v/v) y se analizaron por LC-MS/MS (Qtrap Applied Biosystems) como se
describid previamente(263),

Cristalizacidon de la Fe-SODA

La estructura de la Fe-SODA se dilucidé con una resolucién de 2.23 A en colaboracién con
el Dr. Alejandro Buschiazzo en la plataforma de cristalografia de proteinas del Instituto
Pasteur de Montevideo (cdédigo 4DVH). Los cristales de la Fe-SODA se obtuvieron a partir
de 2.33 mg/mL de proteina recombinante pura. Por mas detalles del método de
cristalizacidn ir a la referencia (98).

Simulaciones de dinamica molecular (MD) y transferencia de
electrones intramolecular (IET)

Las simulaciones de MD vy los analisis de las posibles vias de IET se realizaron en
colaboracién con el Dr. Ariel Petruk, el Dr. Marcelo Marti y el Dr. Diego Moreno, de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de Buenos Aires los dos primeros y de la Facultad
de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de Rosario el ultimo. La estructura de la Fe-SODB
WT que se utilizé para la MD se descargé del banco de datos de proteinas (2GPC). Por mas
detalles del método de MD e IET ir a la referencia®®®.

Parasitos

Epimastigotas WT de la cepa CL-Brener se cultivaron a 28°C en medio “brain heart infusion”
(BHI) como se describié previamente(®9), Los pardsitos que sobrexpresan de forma inducible
la enzima Fe-SODA (pTcINDEX-9E10) se mantuvieron en BHI en presencia de G418 (100
ug/mL). Esta cepa sobrexpresante contiene el epitope 9E10 en su porcion C-terminal la cual
deriva de la proteina c-Myc(®® 264, L3 induccidn de la expresion de la Fe-SODA se realiza en
presencia de 2 pug/mL de tetraciclina en el medio de cultivo durante 3 dias como se
describié previamente(®0),
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Tratamiento nitroxidativo de los epimastigotas

Epimastigotas (5 x 10% parasitos/mL, en PBS a pH 7.4) se trataron con el inhibidor del
complejo Il mitocondrial antimicina A (AA, 5 uM) en presencia de NOC-12 (5 mM, t1/2 = 100
min a pH 7.4) o, alternativamente, se trataron con 3-morfolinosidnonimina (SIN-1, 5 mM)
o0 peroxinitrito (tres dosis sucesivas de 100 pM) durante 3 horas a 28°C bajo agitacion!13),
Luego del tratamiento los pardsitos se lavaron tres veces con PBS y se resuspendieron en
Tris-HCI (40 mM, pH 7.4) conteniendo urea (7 M), tiourea (2 M), CHAPS (4 % m/v), PMSF (1
mM) y DTT (1 % m/v). Posteriormente se realizé una separacién por electroforesis en dos
dimensiones utilizando tiras IPG comerciales (7 cm, 3-10 no lineal, GE Healthcare). Las
muestras (390 ug) se disolvieron en solucidn de rehidratacion (urea 7M, tiourea 2 M, CHAPS
2 % m/v, IPG buffer 3-10 (GE Healthcare) 0.5 %, azul de bromofenol 0.002 % m/vy DTT 17
mM) y se cargaron pasivamente en las tiras IPG durante 12 h a temperatura ambiente. El
enfoque isoeléctrico se realizé6 en una unidad IPGphor de GE Healthcare utilizando el
siguiente perfil de voltajes: aumento lineal hasta 150 V en 30 min, una fase constante a 300
V durante 2 h, una fase constante de 500 V durante 1 h, una fase constante de 1000 V
durante 1 h, un aumento lineal a 5000 V en 30 min y una fase final constante de 5000 V por
6 h para lograr un total de 33.6 kVh. Antes de la segunda dimension, las tiras se incubaron
durante 15 min en buffer de equilibrado (urea 6 M, Tris-HCI 75 mM, pH 8.8, glicerol 29.3 %
v/v, SDS 2 % m/v, azul de bromofenol 0.002 % m/v) suplementado con DTT (10 mg/mL)
para reducir las proteinas y finalmente en buffer de equilibrado suplementado con
iodoacetamida (25 mg/mL) para alquilar los tioles. La segunda dimensidn se realizé en un
gel de poliacrilamida con SDS al 15 % utilizando una unidad SE 260 de GE Healthcare. Las
proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (40 mA, o/n) y se bloquearon con
5% m/v de leche descremada en PBS durante 1 h. Las membranas se revelaron utilizando
los anticuerpos policlonales de ratén anti-T. cruzi Fe-SODA o Fe-SODB (1/2000) como se
describié en el apartado anterior.

Inmunoprecipitacion de la Fe-SODA

Epimastigotas sobrexpresantes de la Fe-SODA se expusieron a diferentes condiciones de
estrés nitroxidativo como se describié en el apartado anterior. Luego del tratamiento, los
parasitos (1 x 10°) se lavaron tres veces en PBS y se lisaron con 250 pL de Tris-HCI (20 mM,
pH 7.5) conteniendo NaCl (150 mM), EGTA (1 mM), Nonidet P-40 (1 %), deoxicolato de
sodio (1 %) e inhibidores de proteasas comerciales de Sigma. Luego de 15 min en hielo las
muestras se centrifugaron a 4°C y 13000 g y los sobrenadantes se incubaron con el
anticuerpo monoclonal anti-cMyc (30 pg, Santa Cruz Biotechnology) y esferas de agarosa
ligadas a proteina A/G (20 pL, Santa Cruz Biotechnology) a 4°C en agitacién. Luego de la
incubacidn, las muestras se centrifugaron a 800 gy las esferas de agarosa se lavaron 4 veces
en buffer de lisis. Las proteinas unidas a la agarosa se liberaron incubando las esferas con
50 pL de buffer de la muestra Laemmli conteniendo B-mercaptoetanol (5 % v/v) durante 5
min a 100°C. Las proteinas se separaron posteriormente en un gel de poliacrilamida al 15
% con SDS, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se revelaron utilizando los
anticuerpos anti-cMyc (9E10) y anti-3-NT. Las proteinas inmunoprecipitadas se visualizaron
como se menciond anteriormente utilizando los anticuerpos anti-ratén IR Dye-680 (para el
epitope 9E10 en la Fe-SODA) y anti-conejo IR Dye-800 (para las proteinas que contienen 3-
NT).
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Andlisis de datos

Los datos presentados en este capitulo, a no ser que se especifique lo contrario,
corresponden a las medias de replicados independientes £ SEM. Las medias se compararon
utilizando el test t de Student en donde un p < 0.05 se considerd significativo.
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Purificacién y caracterizacién de la Fe-SODA y Fe-SODB

Se optimizdé un método de expresidon y purificacién a partir de cultivos de E. coli de las
proteinas de T. cruzi Fe-SODA y Fe-SODB recombinantes. Las enzimas se lograron obtener
puras (99 %), activas y en su estructura cuaternaria nativa (homodimeros). Utilizando un
método colorimétrico se determind que las enzimas contenian un atomo de hierro por
mondmero. La masa molecular aparente de cada mondmero fue de 23 y 22.6 kDa para la
Fe-SODA y Fe-SODB respectivamente (Figura 24, A y B), lo cual es consistente con los
valores obtenidos in silico a partir de las secuencias de las proteinas. Todas las
preparaciones utilizadas en este capitulo fueron de alta pureza (99 %) con actividades
especificas de 2647 y 3551 U/mg para la Fe-SODA y Fe-SODB respectivamente, siendo estos
valores similares a los previamente reportados para las Fe-SODs de T. brucei'?),
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1.0+ ; B B Figura 24. Purificacién de las Fe-SODs recombinantes y
e constantes de reaccion con O>*. A. Electroforesis y
= o1 $ tincion de Coomasie blue en gel al 15 % con SDS de
2 D muestras tomadas durante la purificacién de la Fe-SODA
P:§ 0.6 (con la Fe-SODB se obtuvieron resultados similares). 1:
> ad extracto total luego de la induccidn con IPTG (0.8 mM,
- i o/n, 22°C). 2-9: Fracciones de elucién de la columna de
afinidad utilizando un gradiente lineal de imidazol (10-500
0.2 o R . L. .
mM). B. Andlisis mediante gel filtracion de las fracciones
0.0- puras utilizando una columna Superdex 200. En el inset se
’ muestra la curva de calibracion (estandares, STD, 13000-
0 30 60 90 120 150 180 75000 Da). C. La reduccioén del cyt ¢ (20 M) se monitored
Fe-SOD (nM) a 550 nmy 37°C en presencia (Vsop) 0 ausencia (Vo) de Fe-

SODs. Se graficd la Fl ((Vo-Vson)/Vo) en funcion de la
concentracién de Fe-SOD y se ajustd la curva a una
hipérbola rectangular para obtener el valor de [Fe-SOD]so.
Este dato se utilizd para calcular las constantes de
reacciéon con el Oz como se describe en “Materiales y
métodos”.
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Determinacidn de las constantes de reaccion con O,y
peroxinitrito

Mediante un ensayo de competencia con la proteina citocromo c se determinaron las
constantes de reaccidn de las Fe-SODs con el 0,*" a pH 7.8, siendo de 4.5 + 1.8 x 102 M5!
y7.6+1.5x 108 M1s! para la Fe-SODA y Fe-SODB respectivamente (figura 24, Cy tabla 5).
Estos valores son similares a los ya reportados para otras Fe-SODs, las cuales suelen poseer
constantes de reaccién menores que las Cu/Zn-SODs26%),

Tabla 5. Constantes de reaccion de las Fe-SODs con

Enzima k0x" (M's?)  kONOO (Ms) 0," y peroxinitrito. Las constantes de reaccién con el
0, se determinaron mediante un método de
Fe-SODA 45+1.8x10® 4.6+0.2x10* competencia como se describid en la leyenda de la
figura 24, a pH 7.8 y 37°C. Las constantes de reaccion
Fe-SODB 76+15x10% 4.3+0.4x10*% con el ONOO- se determinaron mediante el método
de velocidades iniciales a pH 7.4 y 37°C como se
Fe-SODB + NEM ND 4.3+0.2 x 10 describe en la leyenda de la figura 25. ND: no

determinado.

Las constantes de reaccidn del peroxinitrito con las Fe-SODs se determinaron a pH 7.4y
37°C siguiendo el decaimiento de este compuesto en ausencia y presencia de
concentraciones crecientes de Fe-SOD (0-15 pM) como se describié previamente(73). Al
graficar la velocidad inicial de descomposicién del peroxinitrito (Vo) (figura 25, inset) en
funcién de la concentracion de Fe-SOD se obtuvo una correlacién lineal (figura 25) cuya
interseccion en el eje y (x = 0) se corresponde con la descomposiciéon espontdnea del
peroxinitrito a pH 7.4 y 37°C. Dividiendo la pendiente de la curva obtenida con la
concentracion de peroxinitrito, se obtuvieron las constantes de reacciéon de segundo orden,
siendode 4.6 +0.2x 10*Msty 4.3 +0.4 x 10* M st por mondmero para la Fe-SODA y Fe-
SODB respectivamente. Nuevamente estos valores resultaron similares a los previamente
resportados para otras SODs (tabla 5){17% 266.267) pgra poder dilucidar si el valor obtenido
se debia a la reaccion entre el peroxinitrito con los residuos aminoacidicos de las Fe-SODs
(principalmente residuos de cisteina)?®*® o a la reaccién con el metal en el sitio activo, se
determind la constante de reaccidon en presencia de Fe-SOD cuyos tioles habian sido
previamente bloqueados con NEM. Al utilizar la Fe-SOD bloqueada con NEM, el valor
obtenido resulté ser muy similar al de la enzima sin tratar (tabla 5), por lo tanto este
resultado indica que el peroxinitrito reacciona con un elemento de la proteina diferente a
los residuos de cisteina, siendo el candidato mas

18] © Fe-SODA 3 .
e Fe-SODB probable el atomo de Fe presente en el sitio
161 % activo.
144
r.’; 124 Figura 25. Constantes de reaccion con peroxinitrito. La cinética
§='L 101 de descomposicion del peroxinitrito en ausencia o presencia de
= 5 M o500 Fe-SODs se monitored a 302 nm, pH 7.4 y 37°C en un
> 84 S;So_ggs o) espectrofotometro de flujo detenido. Los primeros 0-0.15 s se
6 { 5 utilizaron para calcular las Vo como se describié en “Materiales
ool uf y métodos”. Se muestra la media + SEM de n = 7. Inset: Registros
4+ t(s) primarios de descomposicién del peroxinitrito a diferentes
0 5 10 15 20 concentraciones de Fe-SODB medidas a pH 7.4 y 37°C. AU:

Fe-SODs (uM) unidades de absorbancia.
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Inactivacion y nitracién de las Fe-SODs expuestas a
peroxinitrito

Luego de determinar las constantes de reaccién, se plantearon experimentos para
determinar la inactivacidn y/o nitracion de las enzimas expuestas a peroxinitrito. La adicion
de este compuesto (0-1200 uM, pH 7.4) a las Fe-SODs (8 uM) condujo a la inhibicion de la
actividad enzimdtica en forma dosis-dependiente, aunque sorpresivamente, con
susceptibilidades muy diferentes (figura 26 A). La isoforma citosélica, Fe-SODB, resulté ser
mucho mas resistente a la inactivacidn por peroxinitrito que la isoforma mitocondrial, Fe-
SODA. Este resultado nos resultd intrigante, dado que a priori las estructuras de ambas
enzimas son similares y por tanto esperabamos una suseptibilidad comparable entre
ambas isoformas?%® 210) por otra parte, la inactivacién enzimdtica se acompafié de
nitracién, la cual nuevamente resulté ser mayor en la isoforma mds sensible, Fe-SODA
(Figura 26 B).

A Figura 26. Inactivacion y nitracion
1004 peroxinitrito-dependiente de las Fe-SODs.
\’\i Fe-SODE A. Las enzimas (8 uM) se expusieron a un
* bolo de peroxinitrito (0-1200 uM) en buffer
fosfato (200 mM, pH 7.4) y la actividad
60 residual se midid6 como se describe en
“Materiales y métodos”. La actividad se
40 expresa como porcentaje relativo al control
en ausencia de peroxinitrito (100 % de
actividad). Se muestra la media £+ SEM de n =
3. B. Deteccion por Western blot de 3-NT en
las Fe-SODs. Las enzimas (8 uM) se
expusieron a un bolo de peroxinitrito (O-
1200 puM) en buffer fosfato (200 mM, pH 7.4)
y se analizaron utilizando el anticuerpo
policlonal de conejo anti-3-NT y el kit de
quimioluminiscencia Immun-Star. El control
de carga se realizé mediante tincion de la
membrana con Ponceau-S (rosado).
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Posteriormente se procedié a dilucidar el mecanismo de inactivacion por peroxinitrito de
las enzimas. La Fe-SODA y la Fe-SODB poseen siete y nueve residuos de tirosina
respectivamente, los cuales, dependiendo del caso, se encuentran expuestos al solvente o
dentro de la estructura proteica. Ambas enzimas contienen una tirosina cercana al sitio
activo (Tyr35), la cual ya se ha visto implicada en la inactivacién por peroxinitrito de la Mn-
SOD humana. Por lo tanto, la nitracién observada podria deberse a la nitracién de la Tyr35
(y conducir a la inactivacién) o a la nitracidn de tirosinas no criticas expuestas al solvente.
Para que ocurra nitracidn peroxinitrito-dependiente, primero debe formarse el radical
tirosilo y luego éste debe reaccionar con una molécula de *NO;. En las condiciones
utilizadas en nuestro experimento, existen dos vias posibles donde se podrian generar
especies reactivas capaces de producir nitracion(1#8268): 1) |la homdlisis del ONOOH, lo cual
genera *NO2 y *OH y 2) la reaccién del ONOO" con el centro metdlico de la enzima, lo cual
produce un complejo oxo-metdlico y *“NO,. Para poder dilucidar cual de las dos vias era la
responsable de la inactivacién se aprovechd el hecho de que ambas vias parten de una
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forma de peroxinitrito diferente (protonado o desprotonado), por lo tanto repetimos el
mismo ensayo de inactivacidn enzimatica pero esta vez a diferentes pHs y en presencia o
ausencia de CO; (que compite en la reaccién

A ] con el ONOO")?%9), E| tratamiento de la Fe-
5\3/5—’\§ SODA con peroxinitrito (150 uM) a pH acidos
80 (donde la mayoria del peroxinitrito decae
B3 por homolisis) derivd en una pequefa
T 60- O . o . o
- % inactivaciéon y altos niveles de nitracion
£ 0] \ (figura 27). Al contrario, a pH basicos, la
% o inactivacion fue pronunciada y los niveles de
204 —o—Fe-SODA . . s ~ .
—e— Fo-SODB nitracion fueron pequefios (figura 27, Ay B).
0 ' ' ' ' ' Estos resultados indican que la especie
56 60 65 70 75 80 responsable de la inactivacién es el ONOO"

via reaccion directa con el centro metalico
de la enzima y nitracion especifica en el sitio
activo. En concordancia con lo anterior, la
presencia de bicarbonato (25 mM, 1.2 mM
CO,) protegid a la Fe-SODA de la inactivacién
dependiente de peroxinitrito (figura 27 C),
sn 58 65 70 7.4 80 como se observé previamente con la Mn-
e pH SOD de E. coli”), La reaccién del ONOO con
el CO; (k=3 x 10* M1st a pH 7.4 y 37°C)

1104 —e— Con COZ . (156
N genera *NOz y CO3" (1), Por lo tanto, es de

—o- Sin CO,

100+ }<{\ esperar que el CO, compita con el Fe de la
90- % { enzima por el ONOO:, generando radicales
804 \ \{ secundarios capaces de oxidar y nitrar

tirosinas no criticas sin causar

70] ¢ HTosInas
\ inactivacign(270-272),
60- %

Fe-SODA

Fe-SODB

Actividad
Fe-SODA (%)

504 Figura 27. Efectos del pH y el CO; en la inactivacion por
: ; : : : ; peroxinitrito de las Fe-SODs. A. Las enzimas (8 pM) se

0 20 40 60 80 100 expusieron a un bolo de peroxinitrito (150 uM) en buffer
ONOO'" (uM) fosfato (100 mM) a diferentes pHs (5.5-8.0). La actividad

residual se midid como se describe en “Materiales y
métodos” y se expresa como porcentaje relativo al control en ausencia de peroxinitrito y al pH correspondiente (100 %
de actividad). Se muestra la media + SEM de n = 3. B. Deteccion por Western blot de 3-NT en las Fe-SODs. Las enzimas (8
UM) se expusieron a un bolo de peroxinitrito (150 uM) en buffer fosfato (100 mM) a diferentes pHs (5.5-8.0) y se
analizaron utilizando el anticuerpo anti-3-NT (verde) y los anticuerpos anti-Fe-SODA y anti-Fe-SODB (rojo), los cuales se
utilizaron como control de carga. C. Las enzimas (8 uM) se expusieron a un bolo de peroxinitrito (0-100 uM) en buffer
fosfato (100 mM, pH 7.4) en ausencia o presencia de bicarbonato (24 mM, CO; = 1.3 mM). La actividad residual se midié
como se describe en “Materiales y métodos” y se expresa como porcentaje relativo al control en ausencia de peroxinitrito
(100 % de actividad). Se muestra la media + SEM de n = 3.

La inactivacion de las Fe-SODs se debe a la nitracion selectiva
de la Tyr35

Para confirmar que la inactivacién se debia a la nitracién preferencial de la Tyr35 cercana
al sitio activo, se expusieron las enzimas (8 uM) a peroxinitrito (0-300 puM) y se separaron
las especies resultantes mediante electroforesis en dos dimensiones. Diferentes spots se
seleccionaron y se analizaron mediante nano-LC/MS. En el caso de las enzimas sin tratar,
se observo la presencia de un spot mayoritario y otros minoritarios, indicando que las
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enzimas presentan modificaciones post-traduccionales que afectan su punto isoeléctrico.
En el caso de las enzimas tratadas, la separacidon revelé en ambos casos un mayor nimero
de spots con puntos isoeléctricos mads acidos. Este cambio resulté ser mds drastico para la
Fe-SODA, en concordancia con su mayor susceptibilidad al oxidante (figura 28 A). Cabe
mencionar que en las proteinas tratadas con peroxinitrito se espera la aparicién de spots
con pl mas acidos debido al cambio en el pKa de la 3-NT (7.3) con respecto al de la tirosina
(10.3), lo cual implica una ganancia de carga negativa’9. El analisis por espectrometria de
masa del spot mayoritario (pl = 7.5) de
1842 la Fe-SODB expuesta a peroxinitrito
: mf,:g, (150 uM) revelé la presencia de un solo
150 e péptido nitrado (m/z = 790) que se
0 aageie? corresponde al ion  molecular
. 1% o7 g1 ¢%0" triplemente cargado cuya secuencia es
) e | 3IHHQG?>YVTKLNAAAQTNSALATK>?
s pl " (figura 28 B). Este resultado confirma la
R N T e Gt nitracion selectiva de la Tyr35 en estas
3‘Ht“@G?yﬁé:\/?T-Klyf{’;‘%g{’ﬂﬁ'N'S'AgéqT'K” condiciones  experimentales. A
. concentraciones mds altas de
7T peroxinitrito (600-1000 uM), otros
& péptidos conteniendo tirosinas
80 & expuestas al solvente se encontraron
nitrados (Tyr177) (tabla 6). En el caso
de la Fe-SODA, la misma tirosina critica
(en este caso Tyr36) se encontré
preferencialmente nitrada luego de la
adicién de 100 pM de peroxinitrito,
aunque esta vez en un péptido di-
nitrado el cual contenia a la Tyr36 vy la
Tyr 29 (tabla 6).

A ONOO" (uM)

Fe-SODA Fe-SODB

1001

43,
Y20,
Y,

Intensidad relativa

1400

Figura 28. Mapeo peptidico de las Fe-SODs luego del tratamiento con peroxinitrito. A. Las enzimas (8 uM) se expusieron
a un bolo de peroxinitrito (150 uM) en buffer fosfato (200 mM, pH 7.4) y se analizaron mediante electroforesis en dos
dimensiones como se describe en “Materiales y métodos”. La punta de flecha muestra el spot de la Fe-SODB seleccionado
para analizar por MS. B. Espectro de MS/MS del ion triple cargado de m/z 790.6 (MH* 2369.7, tiempo de retencion 30.3
min). La muestra se obtuvo a partir de la digestidn triptica del spot marcado con la punta de flecha en el panel A. El
espectro corresponde a la secuencia sefialada en el inset que contiene la Tyr35 nitrada (mascot ion score = 61; p < 0.05)

Por otro lado se cuantificd la cantidad de 3-NT total en ambas enzimas expuestas a
peroxinitrito (0-3000 y 0-100 uM para la Fe-SODB y Fe-SODA respectivamente) para lograr
correlacionar la inactivacidon enzimatica con la nitracion. Los resultados se muestran en la
tabla 7, expresados como la cantidad de 3-NT por mondémero de Fe-SOD. Asimismo, se
calcularon valores tedricos de 3-NT asumiendo que la inactivacion se debe solamente a la
nitracion de una tirosina por monémero. En dicho caso una inactivaciéon de 100 % se
corresponderia con una cantidad de 3-NT/mondmero de uno. En el caso de la Fe-SODB a
pH 8, se observd una correlacidn lineal entre el porcentaje de inactivacion y el total de 3-
NT cuantificado, indicando claramente que la inactivacion se debe a la nitracion selectiva
de laTyr35. En el caso de la Fe-SODA a pH 8, en concordancia con los resultados anteriores,
se obtuvieron valores mayores de 3-NT en comparacion a la Fe-SODB (tabla 7). Sin
embargo, los valores de 3-NT cuantificados por LC-MS/MS fueron menores que los teéricos
segln el grado de inactivacion medido, lo cual podria deberse a la presencia adicional de
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otras modificaciones oxidativas que pudiesen conducir a la inactivacion enzimatica, algunas
de las cuales pudimos observar por MALDI-TOF/MS (tabla 6). Por tanto, en el caso de la
isoforma mas susceptible, Fe-SODA, otras modificaciones podrian también contribuir a la
inactivacion. Es importante notar que el tratamiento de la Fe-SODA con peroxinitrito a pH
5.8 resultd en valores de 3-NT mayores que los calculados a partir del 16 % de inactivacion
medido (tabla 7). Esto concuerda con el hecho de que a pH acidos se favorece la homdlisis
del peroxinitrito lo cual afectard en mayor grado y de forma no selectiva a tirosinas de la
proteina expuestas al solvente.

Peroxinitrito Masa observada (M+H)") Masa teérica (M+H)") Secuencia asignada
M Da Da
Fe-SODB
150 2127.09 2127.04 K. QQVTLH*YDKHHQG*YVTK* + Nitro(Y)
600 2127.00 2127.04 2'K.QQVTLH*YDKHHQG*YVTK + Nitro(Y)
1014.46 1014.47 PK.HHQG*YVTK? + Nitro(Y)
2156.00 2156.03 72K NDRAA'7YVQTFWNVVNWK'* + Nitro(Y)
1770.82 1770.86 7SRAA7YVQTFWNVVNWK'®® + Nitro(Y)
2269.10 2269.11 7RAAYVQTFWNVVNWKNVER' + Nitro(Y)
1000 2127.08 2127.04 'K.QQVTLH**YDKHHQG™YVTK? + Nitro(Y)
1770.88 1770.86 175RAA7YVQTFWNVVNWK'** + Nitro(Y)
2269.17 2269.11 7SRAATYVQTFWNVVNWKNVER' + Nitro(Y)
Fe-SODA
100 3095.54 3095.50 “DGCAPVLSPRQLELH>’YTKHHKA**YVDK™ + 2Nitro(Y)
2096.02 2096.06 SSGLRPVFTVDVWEHA''Y'7°YK'7! + Ox(Y)
3337.64 3337.66 77RVD"YLKEIWTIVDWEFVSRT'?’YEQAMK'?? + Ox(Y) + Ox(M)
150 2868.39 2868.39 YLNALAGAT*YDGK IEDIIVALANDSEK®® + Nitro(Y)

2884.37 2884.39 YLNALAGAT*YDGKT**MEDIIVALANDSEK®® + Nitro(Y); Ox(M)
2096.03 2096.06 PSGLRPVFTVDVWEHA'Y'7OYK'! + Ox(Y)
: 2125.04 SSGLRPVFTVDVWEHA'Y'7CYK!”! + Nitro(Y)
2112.06 YSGLRPVFTVDVWEHA''?Y'°YK'”! + 20x(Y)
2314.16 2314.17 78V DIOYLKEIWTIVDWEFVSRY® + Ox(Y)

Tabla 6. Péptidos modificados por peroxinitrito detectados en las Fe-SODs mediante MALDI-TOF MS. Las enzimas (8
UM) se expusieron a un bolo de peroxinitrito (0-1000 uM), se sometieron a una electroforesis con SDS y las bandas se
hidrolizaron in gel con tripsina. Los péptidos resultantes se analizaron mediante MADLI-TOF MSy los datos se compararon
con la base de datos MASCOT. Ox: oxidacion.

. ONOOH Actividad 3-NT/monémero 3-NT/monémero
Enzima

(LM) (%) Experimental Teorico Tabla 7. Luego del

tratamiento con

0 100 0 0 peroxinitrito  (0-3000

Fe-SODB 500 82.8 0.18 0.17 uM) las Fe-SODs se
(pH = 8) 1500 74.5 0.29 0.26 hidrolizaron durante
3000 35 066 065 toda la noche a 1160(:

en HCl (6 N), el pellet

se resuspendid en

ESOINS Y 800 GeD 0 acido formico (0.1 %
(pH =8) 100 56 0.26 0.43 v/v) y las muestras se
analizaron mediante

Fe-SODA 100 84 0.33 0.16 LC-MS/MS como se
(pH =5.8) . ' describe en

“Materiales y
métodos”. Los valores de 3-NT/mondmero tedricos se calcularon asumiendo que la inactivacién enzimatica se debe
Unicamente a la nitracion de la Tyr35.

Cristalizacion de la Fe-SODA y diferencias estructurales con la
Fe-SODB

De forma de poder encontrar una explicacion a las diferencias observadas en la
susceptibilidad de las enzimas hacia el peroxinitrito, obtuvimos la estructura a partir del
cristal de la Fe-SODA (cddigo asignado 4DVH) y la comparamos con la estructura
previamente reportada de la Fe-SODB (2GPC)?73), La Fe-SODA resulté ser un dimero (figura
29 A) cuya estructura global se asemeja a la de otras Fe-SODs previamente resueltas®?’3
274)_ La estructura secundaria de uno de los mondémeros, junto a la nomenclatura utilizada,
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se muestra en la figura 29 B. Cada mondmero contiene un dtomo de Fe en un bolsillo que
se encuentra entre los dos dominios. El metal se encuentra penta-coordinado a la His28
(hélice al), His79 (a3), Asp163 (B3), His167 (en el loop entre hélice 3 y a6) y una molécula
de agua. Aligual que en otras Fe-SODs, la geometria de la coordinacidn del metal es trigonal
bi-piramidal. La Fe-SODA es estructuralmente muy similar a la Fe-SODB presentando una
desviacion cuadratica media de 1.14 A al superponer todo el dimero (1843 4tomos). La
identidad y posicion de los residuos que coordinan al Fe se encuentran totalmente
conservados, incluyendo las moléculas de agua. La segunda esfera de coordinacién
(residuos que se encuentran interaccionando con la primera esfera de coordinacién o que
delimitan el canal hacia el sitio activo) también se encuentra conservada en ambas
isoformas (figura 29 C) e incluye a la Tyr35(27%) a 5.6 A del centro metilico.

B

Figura 29. Estructura cristalografica de la Fe-SODA.
A. Representacion de la superficie en donde cada
mondmero se muestra en un color diferente. Los
dtomos de Fe se muestran como esferas. B.
Representacion esquematica de un mondmero
(cadena B) en colores que van del azul en la porciéon
N-terminal al rojo en la porciéon C-terminal. Las
hélices a se numeran de al a a7y las hojas B de 1 a
B3. El atomo de Fe y el agua se muestran como
esferas violeta y roja respectivamente. Se resaltan los
residuos de la primera esfera de coordinacion. C.
Vista del sitio activo. Se resalta como en B el atomo
de Fe, el agua y la primera esfera de coordinacién. La
segunda esfera de coordinacién y otros aminoacidos
(His33, Tyr169 y Tyr180) se resaltan con lineas finas.

Sin embargo, pese a que la estructura global es casi idéntica entre ambas isoformas, se
encontraron diferencias importantes entre la Fe-SODA y Fe-SODB en la posicion y numero
de cisteinas y triptofanos. De las cuatro cisteinas presentes en la Fe-SODA vy las tres
presentes en la Fe-SODB, sélo una de ellas se encuentra estructuralmente conservada
(Cys150 y Cys146 respectivamente, figura 30). Asimismo, el analisis de triptofanos reveld
que existian diferencias substanciales en la regién de la interfase entre las hélices aly a3.
En la Fe-SODB se encuentran dos triptofanos (Trp9 y Trp79) que estan ausentes en la Fe-
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SODA, a 11.6 Ay 6.6 A del centro metalico respectivamente. Vistas estas diferencias, se
planted la hipdtesis de que las mismas podrian explicar las diferentes susceptibilidades a la
inactivacion y nitracidon por peroxinitrito.

A B
190 a6 ,(, - Cyﬂ e’}u()
Trp 185 S@ Tip )y
Trp ™ thr};)
/ "Irpl 52
. P _
C)’gj o3 / Cyéw a3 Trpw
o7 s
B3
Trpl *
o . L§ §:>
32 Hl 128
[ Ip 'I"rpl & - 32 \ l(n
s 150 T 146
Cys Cys

Figura 30. Estudio comparativo de las cisteinas y triptofanos en las Fe-SODs. A. Estructura de la Fe-SODA. Todas las Cys
y Trp se resaltan coloreados por atomo. Se muestra el sitio activo como referencia, con la primera esfera de coordinacién
resaltada y el atomo de Fe representado como una esfera negra. El agua no se muestra. Se puede observar de forma
semi-transparente los elementos de estructura secuendaria presentes en la regidn. B. Estructura de la Fe-SODB (cddigo
2GPC). Se muestra al igual que en A las Cys y Trp, el &tomo de hierro y los elementos de estructura secundaria semi-
transparentes.

Mecanismo de resistencia a la inactivacion por peroxinitrito
en la Fe-SODB

Dadas las diferencias estructurales encontradas en los residuos de cisteinas y triptdfanos
de la Fe-SODA vy la Fe-SODB se planteé la hipdtesis de si podria existir un mecanismo de
transferencia electrdnica intramolecular (IET) en la Fe-SODB que involucrase a estos
aminodcidos y a la Tyr35. Existen numerosas evidencias de IET en proteinas(26% 276, 277) |35
cuales suelen involucrar a cisteinas, triptofanos y tirosinas (E®’ Trp®,H*/TrpH = 1.025 V, EY’
Tyr®,H*/TyrH =0.97 Vy E” RS*,H*/RSH = 0.96 V){1°0:278)  Debido a esto, nos planteamos que
el mecanismo de IET en la Fe-SODB
Y122 R2 IRl ‘ . o
podria ocurrir de forma similar a lo
que ocurre en la enzima
ribonucledtido reductasa (figura
31), pero en este caso desde un
2k 11,:4:\ ( , residuo de cisteina hasta el radical
"""""""" i/:: tirosilo de la Tyr35, previniéndose
| G de esta manera la nitracion e
‘ inactivacién (79 280),

3
Y731 S

Figura 31. Residuos implicados en el IET que ocurre durante el mecanismo catalitico de la enzima ribonucleétido
reductasa de clase I. EI IET comienza con la formacién de un radical tirosilo en la tirosina 122 (Y122) en la subunidad R2 y
termina con la fomracion de un radical tiilo (Cys-S*) en la cisteina 439 (C439) en la subunidad R1. La distancia total del IET
es de aproximadamente 35 A. Tomado de Reece y col. 2006(276),
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La Fe-SODB posee dos cisteinas expuestas al solvente (medido mediante titulaciéon con
DTNB y analisis de la estructura tridimensional, figura 30). Al bloquear dichas cisteinas con
el agente alquilante NEM, la susceptibilidad de la enzima hacia el peroxinitrito aumentd
significativamente (figura 32 A). Esto sugiere que las cisteinas expuestas (Cys83 y/o Cys146)
participan en el mecanismo de resistencia de la Fe-SODB hacia el peroxinitrito. Estudios
mecanisticos previos utilizando péptidos cuya secuencia contiene tirosina y cisteina
mostraron que el mecanismo de IET requiere como primer paso la desprotonacion del
residuo de cisteina para formar el correspondiente tiolato(?’” 280, 281) Debido a esto,
estimamos el pKa de cada cisteina de ambas Fe-SODs utilizando el software propKa(282-285),
Los resultados obtenidos con dicho programa predijeron que todos los pKa de las cisteinas
presentes en la Fe-SODA vy los pKa de dos de las tres cisteinas de la Fe-SODB (Cys146 y
Cys159) son similares a los observados para la cisteina libre (pKa = 8.2-8.3). Debido a esto
es poco probable que a pH 7.4 estos residuos se encuentren en la forma de tiolato y puedan
participar en el IET. Sin embargo, el pKa de la Cys83 presente en la Fe-SODB resulté ser dos
unidades de pH menor que el obtenido para el resto de las cisteinas. Este resultado puede
explicarse por la presencia en el entorno de la Cys83 de dos residuos cargados
positivamente (Lys188 y Arg192 a 5.5y 8.2 A respectivamente). Por tanto, la Cys83 podria
encontrarse parcialmente en la forma de tiolato a pH 7.4 y participar en el IET, lo cual se
comprobara experimentalmente mas adelante. Dado que la Tyr35 se encuentra a 20 A de
la Cys83, la reparacion del radical tirosilo deberia ocurrir a través de otros residuos redox-

A —o— Control sensibles que actuen de intermediarios
1054 —eo—NEM (del inglés: stepping stones), por ejemplo
1008 ——o0— \ el Trp9y el Trp791286.287) para dilucidar si

8 95 \ o dicha via (u otras) era posible se realizé
° — 0 . .y

g 904 } una simulacion colocando la Tyr35 como

§ 85 radical y la Cys83 como tiolato. Al

80 computar las posibles vias de IET resultd

5 ‘\{ gue la mas probable contenia al Trp79 y

ol la His32 como stepping stones (figura 32

0 500 1000 1500 2000 B). La presencia de residuos aromaticos

ONOO' (M) a lo largo de la via del IET (Trp79 y Trp9,

ausentes en la Fe-SODA) podria
adicionalmente aumentar la velocidad
del IET(288,289) En suma, los resultados in
silico sugieren que la Cys83 podria
participar como dador de electrones y
reparar, a través de un mecanismo de
IET, al radical tirosilo en la Tyr35 y
prevenir la nitracion e inactivacion en la
Fe-SODB.

Figura 32. Rol de las cisteinas expuestas al solvente en la resistencia de la Fe-SODB al peroxinitrito y mecanismo
propuesto de IET. A. La Fe-SODB y Fe-SODB pre-incubada con NEM (8 uM) se expusieron a peroxinitrito (0-2000 uM) en
buffer fosfato (100 mM, pH 7.4). La actividad SOD residual se midié como se describe en “Materiales y métodos” y se
expresa como porcentaje relativo al control en ausencia de peroxinitrito (100 % de actividad). Se muestra la media + SEM
de n = 3. B. Camino de IET entre el Cys83-S-y el Tyr35-0° predicho por simulacion de dinamica molecular. Se muestra el
atomo de Fe en rosado, la primera esfera de coordinacion en lineas finas y los residuos relevantes para el IET en lineas
gruesas y etiquetados. La estructura secundaria de la Fe-SODB se muestra en negro y el camino de IET en naranja.
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Deteccion del Cys83-S* luego de la reaccién de la Fe-SODB
con peroxinitrito

Si la Cys83 realmente participaba en el mecanismo de IET, entonces debiamos de ser
capaces de detectar el Cys83-S* que se produce a consecuencia del mismo. Para ello, se
expuso a la Fe-SODB sin tratar (50 uM) o tratada previamente con NEM a peroxinitrito (0-
20 uM) en la presencia del atrapador de radicales (del ingés: spin trap) DMPO (100 mM).
Es importante aclarar que se utilizaron
concentraciones altas de enzima para
minimizar la homolisis del peroxinitrito, la
cual podria generar el Cys83-S*° por
Anti-Fe-SODB  mecanismos IET-independientes. Luego de
la reaccion los aductos DMPO-nitrona en la
proteina se detectaron mediante Western
blot utilizando el anticuerpo anti-DMPO-

A -NEM + NEM

Anti-DMPO

Merge
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6.6 Bl 0.5 se puede deber a la formacion del aducto

Fe-SODB-DMPO (figura 33 B).

Figura 33. Deteccion de radicales tiilo en la Fe-SODB expuesta a peroxinitrito. A. Fe-SODB control (-NEM) o pre-incubada
con el agente bloqueante de tioles NEM (+NEM) (50 uM) se expusieron a peroxinitrito (0-20 uM) en buffer fosfato (100
mM, pH 7.4) en la presencia del spin trap DMPO (100 mM). Las muestras se analizaron por Western blot utilizando los
anticuerpos anti-DMPO (verde) y anti-Fe-SODB (rojo) como control de carga. Las bandas superpuestas se visualizan en
amarillo (merge). B. La enzima (8 uM) se tratd con peroxinitrito (300 uM) en buffer fosfato (200 mM, pH 7.4) en presencia
o ausencia de DMPO (100 mM). Las muestras se analizaron mediante electroforesis en dos dimensiones como se describe
en “Materiales y métodos”.

Por otro lado, se utilizo la técnica de EPR para detectar la presencia del Cys83-S* utilizando
el spin trap PBN. Se incubé la enzima (2 mM) con peroxinitrito (500 uM) y PBN (50 mM) de
forma de favorecer la reaccién directa del oxidante con la Fe-SODB y que ocurriese el IET.
El espectro registrado como resultado de dicho experimento posee caracteristicas de un
aducto inmovilizado lo cual indica la presencia de radicales en la proteina (figura 34 A).
Para poder dilucidar la identidad de dicho radical, rapidamente se hidrolizd la muestra con
la proteasa pronasa y se volvié a analizar, observando la aparicién de un espectro
caracteristico de aductos PBN-radical tiilo (figura 34 B)2°0-2%2) para confirmar que el radical
observado correspondia a la Cys83, generamos el mutante C83S donde sustituimos la
Cys83 por una serina. Al realizar el mismo experimento de EPR utilizando esta enzima, la
sefal registrada previamente se inhibio casi completamente (figura 34 Cy D) confirmando
gue su origen era la formacién del Cys83-S°.



Capitulo 1

Resultados

i C bt oe
Fe-SODB D
WT
oyt T ML L Y S
20G C83s
E + Pronasa
B

+ Pronasa

Figura 34. Espectros de EPR de la Fe-SODB expuesta a peroxinitrito en presencia de PBN. Los espectros se obtuvieron
luego de la exposicidn de la enzima (2 mM) en presencia de PBN (50 mM) a peroxinitrito (500 uM) en buffer fosfato (100
mM, pH 7.4). Las condiciones instrumentales fueron microwave power 20 mWatts, modulation amplitud 1.0 G, time
constant 164 ms vy gain 5 x 10°. A. Fe-SODB nativa (WT). B. Fe-SODB nativa (WT) tratada con pronasa (20 mg/mL por 10

min). C. Fe-SODB nativa (WT) en ausencia de peroxinitrito. D. Fe-SODB-C83S. E. Fe-SODB-C83S tratada con pronasa (20
mg/mL por 10 min).

Rol de la Cys83 en la inhibicidn de la nitracion de la Tyr35

Para confirmar la hipétesis de que la resistencia observada en la Fe-SODB se debia a un
mecanismo de IET, se generaron mutantes en las cisteinas de la Fe-SODB. Nuestra primera
candidata como dador de electrones era la Cys159 ya que encuentra a 9.9 A del 4tomo de
Fe y no se encuentra en la Fe-SODA. Sin embargo, la mutacién C159S no afectd la
resistencia de la Fe-SODB al peroxinitrito (figura 35 B). Luego se probd con la mutacion
C83S, la cual si tuvo un efecto en la susceptibilidad (figura 35 C). Es mas, la modificacién
del entorno positivo de la Cys83 en la doble mutante N187D/K189E también tuvo un efecto
en la disminucion de la resistencia, debido posiblemente a un aumento en el pKa de la
Cys83 (figura 35 D) e inhibicion de la transferencia de electrones. Estos resultados

demuestran que la Cys83 participa en el mecanismo de resistencia a la inactivacién en la
Fe-SODB.
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Sin embargo, la Cys83 podria estar previniendo la nitracion no sélo mediante un
mecanismo de IET sino debido a su reaccién directa con el *"NO, generado a partir del
peroxinitrito (k *NO2-GSH= 2 x 10’ M1s1 y k *"NO>-Cys =5 x 107 M1s1)(166,256) para descartar
esta posibilidad, se expuso la enzima mutada C83S a peroxinitrito en presencia y ausencia
de L-cisteina metil éster (8 uM; pKa ~6.7). Si la proteccidn se debia a una reaccién directa
entre la Cys83 y el *NO2, entonces el agregado de L-cisteina metil éster deberia de
recuperar la resistencia perdida en la Fe-SODB-C83S. En la figura 35 C se observa que el
agregado del compuesto no protegiod de la inactivacion, sugiriendo fuertemente que la
proteccion observada en la enzima WT se debe a un mecanismo de IET entre la Cys83 y la
Tyr35. Es importante notar que, aunque la mutacién C83S le confiere a la Fe-SODB una
mayor susceptibilidad al peroxinitrito, sigue siendo mas resistente que la Fe-SODA. Esto
sugiere que otros residuos podrian estar participando en la reparacién del Tyr35-0° a través
de caminos de IET alternativos.

Rol de la T(SH), en la reduccidn del radical Cys83-S*

T. cruzi contiene una alta concentracion de tioles de bajo peso molecular (2.4 £ 0.4 mM en
epimastigotas)1®®) entre los cuales el mas abundante es la T(SH); (0.8-2.1 mM en
epimastigotas, 0.5 mM en tripomastigotas y 0.12 mM en amastigotas)®® 194-1%) Debido a
esto se planted la posibilidad de que este compuesto pudiese actuar in vivo reduciendo el
Cys83-S° que se forma en la Fe-SODB expuesta a peroxinitrito. Para investigar esta hipdtesis
se realizaron experimentos de EPR utilizando las enzimas recombinantes Fe-SODB y Fe-
SODB-C83S. La exposicién de la enzima nativa al peroxinitrito derivé en la aparicién de una
sefial inmovilizada, que desaparece cuando se utiliza la enizma mutada (Figura 36). Esto
demuestra nuevamente que el residuo implicado en la sefial es la Cys83. El agregado de
T(SH)2 a la enzima nativa previo al tratamiento disminuye significativamente la sefial lo cual
implica que este compuesto reduce la cantidad de Cys83-S°® en la Fe-SODB (Figura 36). Esta
disminucion podria deberse a que la T(SH)2 reacciona directamente con el ONOO™ (k = 7.2
x 103 M1s1)199) Sin embargo, teniendo en cuanta las concentraciones utilizadas y la
constante de reaccidon de la Fe-SODB con peroxinitrito (k = 4.3 x 10* Ms), ain en la
condicién de mayor concentracion de T(SH), el porcentaje esperado de disminucion de la
sefial por esta via es muy bajo comparado al observado (7.7 % y 83 % respectivamente)
(Figura 36). Este resultado indica que la T(SH)2 disminuye la sefial de EPR debido a que
reduce el Cys83-S°y no debido a que reacciona directamente con el ONOO'. Es importante
mencionar que en nuestras condiciones experimentales se espera una homodlisis del
peroxinitrito menor del 1 % (k = 0.9 s1)(151),
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Modificaciones en la Fe-SODA en parasitos expuestos a
condiciones de estrés nitroxidativo

Dados los resultados obtenidos con las enzimas recombinantes, se decidioé estudiar en la
forma epimastigota de los parasitos las modificaciones existentes en las enzimas al exponer
a los mismos a diferentes condiciones de estrés nitroxidativo. Para ello se utilizaron
parasitos sobrexpresantes de la Fe-SODA ya caracterizados y disponibles en el
laboratorio(®® 264) |os cuales inducen la expresidn enzimatica luego del agregado de
tetraciclina. Los parasitos se incubaron con el inhibidor mitocondrial AA y un dador de *“NO
de forma de producir peroxinitrito especificamente en la mitocondria®®). Luego del
tratamiento, los extractos proteicos celulares se analizaron mediante electroforesis en dos
dimensiones y Western blot, lo cual revelé un corrimiento importante de la Fe-SODA hacia
la zona de pl mas acidos en los parasitos tratados (figura 37). Este corrimiento también se
observé cuando se trataron los pardsitos con bolos de peroxinitrito (figura 37 A), de forma
similar al cambio observado previamente en la Fe-SODA recombinante expuesta a
peroxinitrito (figura 28 A). Llamativamente, la Fe-SODB no se modificd significativamente
en ninguna de las condiciones utilizadas, en concordancia con la mayor resistencia
observada en la Fe-SODB recombinante hacia el peroxinitrito.
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Figura 37. Deteccion de modificaciones
nitroxidativas en la Fe-SODA en epimastigotas. A.
Epimastigotas sobrexpresantes de la Fe-SODA se
trataron con AA (5 uM) y NOC-12 (5 mM); SIN-1 (5
mM) o ONOO- (300 uM) durante 3 h a temperatura
ambiente. Luego del tratamiento las muestras se
procesaron como se describe en “Materiales y
métodos”. Las membranas se revelaron con
anticuerpos anti-Fe-SODA y anti-Fe-SODB. B.
Epimastigotas se trataron como se describe en Ay los
extractos se analizaron por Western blot utilizando
el anticuerpo anti-3-NT (anti-NO.Y). C. Los extractos
de epimastigotas tratados como en A se incubaron
toda la noche a 4°C en presencia del anticuerpo anti-
c-Myc y una matriz de agarosa ligada a proteina A/G.
Las proteinas inmunoprecipitadas se analizaron
mediante Western blot utilizando los anticuerpos
anti-c-Myc y anti-3-nitrotirosina (anti-NO,Y).

Por otro lado, las modificaciones
observadas en la Fe-SODA en los
parasitos tratados correlacionan con la
nitracion de proteinas (figura 37 B).

Tanto el tratamiento con AA/*NO (flujos de peroxinitrito endégeno) como con el dador de
peroxinitrito SIN-1 (flujos de peroxinitrito enddgeno y exdgeno) causé un aumento en la
nitracion total de tirosinas y, mas importante aun, la inmunoprecipitacién de la Fe-SODA
reveld que esta enzima se encuentra nitrada en los pardsitos expuestos a SIN-1 (figura 37
C). Estos resultados confirman que la Fe-SODA se nitra y modifica en parasitos expuestos a
condiciones de estrés nitroxidativo mientras que la Fe-SODB es resistente a dichas

modificaciones.
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Discusion y conclusiones

En este capitulo se purificaron las enzimas Fe-SODA y Fe-SODB de T. cruzi, las cuales poseen
actividad especifica y constantes de dismutaciéon comparables a otras Mn-SODs y Fe-SODs.
De forma similar, ambas enzimas reaccionaron con peroxinitrito (tabla 5)(17> 260 266) ge
inactivaron y se nitraron (figura 26). El andlisis de las proteinas expuestas a peroxinitrito
mediante espectrometria de masa reveld que la inactivacidon se debe a la nitracion de la
Tyr35 cercana al Fe del sitio activo (figura 28 y tabla 6), igual que como ocurre en la Mn-
SOD y en las Fe-SODs de E. coli'”> 178, Mediante el uso de diferentes estrategias se pudo
dilucidar que la nitracién se debe a la reaccién directa del ONOO™ con el metal del sitio
activo (figuras 27 y 32 y tabla 5). El mecanismo mas probable implica la formacién de un
aducto entre el Fe y el peroxinitrito (SOD-Fe""-ONOO) el cual homoliza y genera *NO; y el
complejo oxo-metélico correspondiente (SOD-Fe'V=0). Este complejo es una especie
altamente oxidante que promueve la formacion del radical en la tirosina 35 (Tyr35-0°), la
cual rapidamente se combina con el *NO; conduciendo a la nitracién del aminodcido
(esquema 1).

CO,
pKa = 6.8 V)
ONOOH ——= ONOO L_) CO,- + *NO,
HF 3x 104 M s
(V) |0.9 s / SOD-FelTyr35-OH
(] 45x10¢M's
"NO, + "OH
0240 SOD-FeV=0--Tyr3-OH
2
‘NO, (1)
(Fe-SODB)
SOD-Fe“'---Tyr35-O' e SOD-Fe“'---Tyr35-OH
z IET
A% _
(111) (v) Cyefis:

SOD-Fe'Tyr35-NO,

Esquema 1. Mecanismo de reaccion propuesto para la reaccién de las Fe-SODs con peroxinitrito. ONOO" (80 % del total
de peroxinitrito a pH 7.4) reacciona con el 4tomo de Fe'' en las Fe-SODs (reaccién /). El complejo SOD-Fe'V=0 oxida a la
Tyr35 (reaccién /l) formando el Tyr35-0° que se combina rapidamente con el *NO, (reaccién //l) conduciendo a la nitracion
e inactivacion de la enzima. En la Fe-SODB, la Cys83 repara el Tyr35-0°* mediante un mecanismo de IET (reaccion /V). La
homdlisis del ONOOH (reaccidén V) y la reaccién entre el ONOO- y el CO; (reaccidon VI) compiten con la reaccion /
disminuyendo la nitracidn e inactivacion.

Una vez que la Tyr35 se nitra, la dismutacién del O,* se ve impedida ya sea por el efecto
estérico del grupo nitro como por repulsidon electroestatica del fenolato, de manera
andloga a lo reportado para la Mn-SOD®?3). Aunque ambas enzimas se inactivan por
peroxinitrito, resultd llamativa la gran resistencia de la isoforma citosélica, Fe-SODB (figura
26). Parainvestigar el origen de esta diferencia en la susceptibilidad se cristalizé y resolvié
la estructura de la Fe-SODA. El analisis estructural comparativo entre ambas enzimas
mostro que dos triptéfanos (Trp9 y Trp79) y dos cisteinas (Cys83 y Cys159) presentes en la
Fe-SODB no se encontraban en la Fe-SODA (figura 30). Estudios previos mostraron que la
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presencia de cisteinas cercanas a tirosinas pueden desencadenar un mecanismo de IET
durante eventos oxidativos, generando en la cisteina un radical tiilo (Cys-S°)?89). Estos
estudios condujeron a plantear la hipdtesis de que alguna de las Cys ausentes en la Fe-
SODA podria estar reparando el Tyr35-0O° y previniendo la nitracion. De las tres cisteinas
presentes en la Fe-SODB solamente la Cys83, que se encuentra a 22 A de la Tyr35, posee
un pKa tedrico que favorece la transferencia de electrones289), El analisis de MD confirmé
gue dicho mecanismo es posible y que el Trp79 y la His32 actuarian de puente durante la
transferencia (figura 32 B). Al igual que ocurre en la mioglobina y la hemoglobina, el
mecanismo de IET culmina en la formacién de un radical tiilo, en este caso en la Cys83(260.
277, 281) (figura 33 y 34). La mutacidn C83S en la Fe-SODB aumentd la sensibilidad hacia el
peroxinitrito (figura 35 C), aunque aun sigue siendo mas resistente que la Fe-SODA. Este
resultado sugiere que otros aminodcidos ademas de la Cys83 podrian estar participando en
la reparacion del Tyr35-0°. Por otro lado, el Cys83-S* podria ser reducido en el parasito por
reductores de bajo peso molecular abundantes en el citosol, como ser la T(SH)2, el GSH o
el ascorbato. Esto se estudié para el caso de la T(SH)2, mayor tiol de bajo peso molecular
en T. cruzi. Mediante estudios de EPR se observd que, a concentraciones fisioldgicas, la
T(SH); es capaz de reducir al Cys83-S* de forma significativa, lo cual permitiria que la Fe-
SODB pudiese reaccionar con mas de una molécula de ONOO" sin ser inactivada in vivo
(figura 36). Por ultimo, se evalud la presencia de modificaciones nitroxidativas en las Fe-
SODs en el parasito expuesto a flujos de peroxinitrito exégeno y/o enddgeno. Se logré
detectar a la Fe-SODA nitrada en los parasitos incubados con SIN-1 o AA/*NO. Ademas, sdlo
se observaron modificaciones en esta isoforma (figura 37), en concordancia con los
resultados obtenidos con las enzimas recombinantes expuestas a peroxinitrito. La
inactivacion de la Fe-SODA mediada por peroxinitrito podria aumentar los niveles de 0;*
intramitocondrial, el cual es una sefial pro-apoptética en T. cruzit®® 227), Por otro lado, la
resistencia a la inactivacidn observada en la Fe-SODB condujo a plantearnos la hipétesis de
gue esta enzima podria ser importante para la detoxificacidn de O,* durante la fagocitosis.
En este sentido, la inactivaciéon por peroxinitrito de la Fe-SODB no permitiria la
supervivencia del parasito dentro del macréfago. En el capitulo siguiente se explorara el rol
de las Fe-SODs en infecciones experimentales in vitro e in vivo.
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Durante la fagocitosis de T. cruzi se ensambla y activa la NOX-2 la cual produce grandes
cantidades de O,° hacia el parasito internalizado. A pH 4cido, el O,* se protona y forma
HO,® (pKa = 4.88), el cual posee mayor permeabilidad de membrana y podria ejercer
acciones toxicas directas o indirectas dentro del pardsito. En este capitulo se construyd,
utilizando datos experimentales y reportados en la literatura, un modelo cinético que
involucra a dichas especies durante los primeros minutos del proceso de fagocitosis. Los
datos obtenidos a partir de este modelo sugieren que la Fe-SOD citosdlica, Fe-SODB, podria
cumplir un rol en la detoxificacidon del O,* generado durante la fagocitosis y sera objeto de
estudio de este capitulo tanto in vitro como in vivo. A su vez, en condiciones pro-
inflamatorias, se produce *NO a consecuencia de la induccién de la iNOS. El *NO es capaz
de inhibir la cadena respiratoria del parasito y aumentar la produccién de O,°* mitocondrial.
En estas condiciones se espera que una sobrexpresion de la Fe-SODA detoxifique a dicho
radical en este organelo y serd también estudiado en este capitulo.

Resultados clave

e Se generd una linea de parasitos sobrexpresantes estables de la Fe-SODB utilizando el
pldsmido pRIBOTEX, el cual se integra en el genoma del parasito.

e La sobrexpresion de la Fe-SODB en T. cruzi disminuye la generacién de peroxinitrito
dentro del parasito durante la invasidon a macréfagos y aumenta los indices de infeccién
en estas células.

e Lasobrexpresion de la Fe-SODA no aumenta la infectividad en macréfagos control pero
si en condiciones de produccién de *NO, sugiriendo que esta enzima cumple un rol en
la detoxificacion del O2*" mitocondrial pero no del proveniente de la NOX-2.

e Para determinar si el par 0;"/HO;" es capaz de ejercer alguna accién dentro del
pardsito se midié la velocidad de consumo de O, por fagosoma y el pH fagosomal
durante la fagocitosis de T. cruzi en macréfagos. Estos datos, junto con otros ya
reportados, se utilizaron para calcular las concentraciones de 0,* y HO;® en estado
estacionario y el flujo de ambas especies hacia el parasito. Ademas se comprobd la
entrada de ambos experimentalmente, tanto utilizando la sonda dihidroetidio (DHE)
como midiendo la actividad aconitasa, la cual se protegid en los parasitos
sobrexpresantes de la Fe-SODB.

e Ladeteccién de O,° dentro del parasito es menor cuando se inhibe la acidificacion del
fagosoma, lo cual tiene sentido ya que las permeabilidades del O;* y HO2® son
significativamente diferentes.

e La deteccion de O,* dentro del pardsito es menor cuando se inhiben los canales
anidnicos, sugiriendo que el O,* podria utilizarlos.

e Porultimo, la sobrexpresion de la Fe-SODB confirid a los parasitos una mayor virulencia
en infecciones experimentales en ratones.
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Materiales y métodos

Parasitos y macréfagos

Los epimastigotas WT de T. cruzi (CL-Brener y Dm28c) se cultivaron a 28°C en medio BHI
como se describié previamente!?®)). Las cepas transfectadas se mantuvieron bajo las
mismas condiciones pero se suplementd el medio con el antibidtico de resistencia G418
(200 pg/mL, Sigma). La transformacion in vitro a la forma tripomastigota metaciclico se
realizé bajo condiciones previamente definidas(2®> de deficiencia de nutrientes durante 96
h. Los tripomastigotas derivados de cultivo celular se obtuvieron del sobrenadante de
células Vero previamente infectadas (cedidas amablemente por la Dra. Dolores Pifieyro).
Las cepas de T. cruzi CL-Brener y CL-Brener transfectadas con el pldsmido pTcINDEX-9E10-
Fe-SODA fueron cedidas por el Dr. Shane Wilkinson. La expresién de la Fe-SODA se indujo
con la tetraciclina presente en el suero bovino fetal (SBF) utilizado, el cual produce un
aumento de ~3 veces la cantidad de proteina. La cepa Dm28c fue cedida por la Dra. Dolores
Pifieyro.

La linea celular de macréfagos murinos J774A.1 (ATCC-TIB-67) se cultivd a 37°Cy 5 % CO;
en medio DMEM suplementado con penicilina (0.1 g/L), estreptomicina (0.1 g/L), NaHCO3
(1.8 g/L) y 10 % de SBF. Los cultivos primarios de macréfagos derivados de médula ésea se
realizaron como se describié previamente!?®®) g partir de fémures de ratones C57BL/6 WT
y C57BL/6 gp91-phox”’- (Jackson Laboratory, JAX stock #002365). Para estimular la
diferenciacién a macroéfagos se utilizé el medio RPMI (del inglés, Roswell Park Memorial
Institute medium, Sigma) suplementado con 10 % SBF y 30 % v/v del sobrenadante de
células confluentes L929, las cuales secretan el factor estimulante de colonias de
macrdéfagos (M-CSF).

Generacion de parasitos sobrexpresantes de la Fe-SODB

La secuencia codificante de la Fe-SODB fue amplificada y clonada en el vector pGem-T easy
(Pro-mega) como se reporté previamente®®. El inserto que contiene a la secuencia de la
Fe-SODB se obtuvo por digestidn del plasmido pGem-T-Fe-SODB utilizando las enzimas de
restriccion BamHI y Hindlll. El inserto se purificé a partir de un gel de agarosa (kit “GFX PCR
DNA and gel band purification” de GE) y ligado (T4-DNA ligasa, Fermentas) al vector
pRIBOTEX previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion. Se utilizd este
pldsmido ya que se integra en el genoma nuclear de T. cruzi?®”). La construccién pRIBOTEX-
Fe-SODB se purificd a partir de células de E. coli XL1 blue mediante lisis alcalina y fue
secuenciado previo a la transfeccidn, la cual se realizé como se describié previamente(24?),
En forma resumida, epimastigotas Dm28c en fase exponencial de crecimiento (5 x 107
parasitos/mL) se lavaron y resuspendieron en HBS (Hepes 21 mM; NaCl, 137 mM; KCl, 5
mM; glucosa, 6 mM, pH 7.4). El plasmido pRIBOTEX-Fe-SODB (100 ug) se agregd a 400 plL
de dicha suspensién en una cubeta de electroporacién y se transfectaron las células
mediante dos pulsos de 450 V, 50 uF y 25 Q utilizando el electroporador ECM 630 Electro
Cell Manipulator (BTX) System. Las células transfectadas se resuspendieron en 10 mL de
BHI y 24 h después se adiciond G418 en concentraciones crecientes hasta alcanzar los 500
pug/mL. La confirmacion de la sobrexpresidon de la Fe-SODB se realizd mediante Western
blot utilizando el anticuerpo de conejo anti-Fe-SODB disponible en el laboratorio®®. Luego



Capitulo 2 67
Materiales y métodos

del proceso de seleccién las células sobrexpresantes se mantuvieron en medio BHI
suplementado con 10 % de SBF y G418 (200 pg/mL).

Western blot y estimacion de la concentracion de Fe-SODs en
T. cruzi

Se obtuvieron los extractos proteicos totales de T. cruzi a partir de 6 x 10® parasitos/mL
mediante lisis en buffer de carga (Tris/HCI, 30 mM; pH 6.8; SDS, 1 % m/v; glicerol, 5 % v/v;
y azul de bromofenol, 0.005 % m/v). Dichos extractos (50 pg) y, en algunos casos, diferentes
cantidades (0.05-1 pg) de las enzimas recombinantes Fe-SODA y Fe-SODB (producidas
como previamente)®® se analizaron por electroforesis y Western blot. Luego de la
transferencia, las membranas de nitrocelulosa se tifieron con rojo Ponceau (Applichem)
como control de carga y se normalizaron utilizando el software ImagelJ. Las membranas se
bloquearon con BSA 5 % m/v (Sigma) en buffer PBS durante 1 h a temperatura ambiente y
en agitacion. Seguln el experimento, las membranas se revelaron utilizando los anticuerpos
de conejo especificos para: Fe-SODA, Fe-SODB, MPX, CPX, TXN-1, TXN-2 o TS (1/2000 en
PBS; Tween-20, 0.1 % v/v; y BSA 5 % m/v). Las membranas se visualizaron utilizando los
anticuerpos secundarios IRDye 800CW y/o IRDye 680RD (1/15000 en PBS; Tween-20, 0.1 %
v/v), y el sistema de adquisicion de imagenes mediante deteccion de fluorescencia en el
infrarrojo cercano Odyssey (LI-COR). Las imagenes se analizaron mediante el software
Image Studio. Para la estimacién de la concentracion de Fe-SODs se interpolé el valor de
fluorescencia en el infrarrojo cercano (NIR) correspondiente a 1.5 x 107 parésitos en la curva
de calibracidn generada con las enzimas recombinantes (0.05-1 pg). La cantidad de Fe-SOD
por parasito se convirtié a concentracion utilizando las masas moleculares de las proteinas
(obtenidas con la herramienta ExPASy ProtParam) y los voliumenes correspondientes a las
formas epimastigota y tripomastigota, segun el caso (28.1 + 1.5 y 10.7 + 0.7 fL
respectivamente). Los volumenes celulares se estimaron utilizando diferentes formas
geométricas a partir de micrografias de los parasitos fijados con formaldehido y observados
en microscopio Optico con aumento 1000x (Nikon Ecplise TE 200). En el caso de la forma
epimastigota, un cono y media elipsoide se utilizaron para estimar el cuerpo de la célulay
un cono extra para estimar el volumen de la cola. En el caso de la forma tripomastigota, se
utilizaron dos conos y un cilindro trapezoide. Los resultados obtenidos corresponden a la
media + SEM de 25 determinaciones y coinciden con valores ya existentes en la
literatura(®®),

Inmunocitoguimica

Epimastigotas y tripomastigotas (1 x 108) se lavaron con PBS y se incubaron toda la noche
en solucidén de fijacion fresca (buffer fosfato NaH.POi/Na;HPO., 0.1 M, pH 7.4;
paraformaldehido, 4 % v/v) a 4°C y en agitacidn. Posteriormente, las células se lavaron con
PBS y se incubaron durante 15 min en solucidn de permeabilizacién (PBS; Tween-20, 0.5 %
v/v). Luego, los parasitos se lavaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo de conejo
anti-Fe-SODB (1/50 en solucion de permeabilizacion) durante toda la noche, a 4°C y en
agitaciony, con el anticuerpo secundario Alexa-488 anti-IgG de conejo (1/1000 en solucién
de permeabilizacion, Invitrogen) durante 90 min a temperatura ambiente y en agitacion. El
DNA de los parasitos se tifid con el fluoréforo 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI, 5 pg/mL)
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durante 15 min a temperatura ambiente. Los parasitos se visualizaron utilizando un
microscopio de fluorescencia (Nikon Ecplise TE 200).

Actividad SOD

La actividad SOD en T. cruzi fue evaluada espectrofotométricamente y mediante geles de
actividad. En el primer caso, se utilizé el ensayo de reduccién del cyt c como se describio
previamente(®7-298,:299) Una unidad de actividad SOD se define como la cantidad de proteina
necesaria para inhibir en un 50 % la reduccidn del cyt ¢3* (pendiente en ausencia de SOD ~
0.025 UA'min™) y se determina a partir del grafico 1/pendiente en funcidn del volumen de
SOD (uL) adicionado a una cubeta de 1 mL?%7). Los extractos solubles de T. cruzi se
prepararon lavando 4.0 x 10% epimastigotas con PBS y re-suspendiéndolos en 0.5 mL de
buffer de lisis hipoténico (PBS, diluido 1/10 en H,0). La lisis se realizé mediante 5 ciclos de
congelamiento-descongelamiento (1 min a 100°C y 1 min en nitrégeno liquido). El material
remanente se centrifugd a 14000 g y 4°C durante 15 min y el sobrenadante se utilizé para
medir la actividad SOD. El contenido proteico se midid mediante el ensayo del acido
biciconinico (Sigma).

La actividad SOD en gel se midié como se describié anteriormente®%), Brevemente, se
prepararon extractos solubles de T. cruzi de la misma manera que para el ensayo
espectrofotométrico y se analizaron (45uL de extracto) en geles nativos de poliacrilamida
(10 %) a 4°C. La actividad SOD se midié sumergiendo los geles en una solucién con nitro
blue tetrazolium (NBT, 0.25 mg/mL) y riboflavina (0.1 mg/mL) durante 30 min a
temperatura ambiente y oscuridad. Los geles luego se lavaron y revelaron con
tetrametiletilendiamina (TEMED, 1/100) y exposicidn a la luz hasta obtener un contraste
Optimo entre las zonas acromaticas y el fondo color violeta. En paralelo y bajo las mismas
condiciones, por cada experimento se corrié un gel tefiido con Coomasie blue como control
de carga.

Deteccidn de peroxinitrito dentro del parasito

El peroxinitrito formado dentro del parasito se detectd utilizando la sonda boronato de
fluoresceina (FL-B) sintetizada en el laboratorio®®®?, la cual genera un producto
fluorescente al reaccionar con el oxidante. Epimastigotas (1 x 108) o tripomastigotas
derivados de cultivo celular (1.3 x 107) se incubaron con FL-B (100 uM) durante 30 min. El
exceso de sonda se quité mediante tres lavados con dPBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1
mM NazHPOa, 1.45 mM KH;PO4, 0.9 mM CaClz, 0.5 mM MgCl,, 5.5 mM glucose, 1 mM L-
arginine).

Exposicidn de T. cruzi a SIN-1

Epimastigotas (1 x 108) pre-cargados con la sonda FL-B se incubaron durante diferentes
tiempos (10-30 min) en ausencia o presencia de SIN-1 (0.1 mM, Sigma) a 28°C. La oxidacidén
de la FL-B se evalué mediante citometria de flujo (BD FACSCalibur).
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Exposicion de T. cruzi a peroxinitrito derivado del macroéfago

Macréfagos J774A.1 fueron estimulados con IFN-y (800 U/mL, Sigma) y LPS (16 pg/mL,
Sigma) durante 5 h para la induccion de la iNOS1#®), La activaciéon de la NOX-2 ocurre
durante la infeccion(?%392.393) En algunos casos, previo a la infeccidn, se adiciond Nw-Nitro-
L-arginina metil ester (L-NAME, 10 mM, Sigma) al medio de cultivo para inhibir la iNOS. Los
macrdéfagos se lavaron dos veces con PBS y se infectaron con tripomastigotas pre-cargados
con FL-B (relacion parasito:célula de 5:1) durante 2 h a 37°C. La oxidacion de la FL-B en el
pardsito se visualizé utilizando un microscopio de fluorescencia (aumento 400x, Nikon
Eclipse TE-200). Adicionalmente, las células se recolectaron mecdnicamente y fueron
analizadas por citometria de flujo (BD FACSCalibur).

Invasion e infectividad de T. cruzi en macréfagos in vitro

Los macrofagos (J774A.1 o derivados de médula dsea) se incubaron durante 5 h en ausencia
o presencia de inductores de la iNOS previo a la infeccidon con tripomastigotas como se
describié en el apartado anterior. Luego de 2 h, los parasitos no internalizados se
removieron mediante tres lavados con PBS y los macréfagos se analizaron inmediatamente
(invasion) o se incubaron durante 24 h (infectividad) en DMEM, 10 % SBF a 37°Cy 5 % CO,.
Luego de pasado el tiempo correspondiente a cada ensayo los macrofagos se fijaron (PBS;
formaldehido, 4 % v/v) durante 10 min a temperatura ambiente, se lavaron con PBS tres
veces y se permeabilizaron vy tifieron los nucleos con DAPI (PBS; Triton X-100, 0.1 % v/v;
DAPI, 5 ug/mL). El porcentaje de invasién y/o infeccion se evalué mediante microscopia de
fluorescencia con aumento 1000x contando la cantidad de amastigotas cada 100
macrofagos. Los resultados se expresan relativos a la cepa WT.

Exposicidn de los parasitos a flujos de O, derivados del
sistema XO/X

Flujos controlados de 02" se obtuvieron utilizando el sistema xantina oxidasa/xantina
(XO/X, 50 mU/mL y 200 uM respectivamente) en PBS y en presencia de catalasa (0.2
mg/mL) durante 40 min. En algunos casos, se adiciond el inhibidor de canales anidnicos
acido 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino) benzoico (NPPB, 50 uM, Sigma) 15 min antes de la
exposicion a 02", Bajo estas condiciones se generd un flujo de ~3.1 + 0.2 puM/min de 0;*,
medido con el ensayo de reduccién del cyt c3* (e = 2.1 x 10* Mlecm™)B3%), Previo a los
ensayos, los epimastigotas o tripomastigotas (3 x 10%/mL) se lavaron con dPBS y se
incubaron durante 30 min con la sonda dihidroetidio (DHE, 100 uM Molecular Probes).
Luego de la incubacion las células se lavaron tres veces con dPBS para remover el exceso
de sonda y se expusieron al O2*" como se menciond anteriormente. Luego de la exposicién
se procedio al tratamiento de la muestra y cuantificacion del producto 2-hidroxietidio (2-
OH-E*) como se describié anteriormente!®%®), De forma breve, las células se lisaron
mecanicamente en PBS y Tritédn X-100 (0.1 % v/v) utilizando jeringas (27G x 1/2” 0.4 x 13
mm) y realizando 50 pasajes. La extraccién organica del DHE y sus productos derivados,
junto con la precipitaciéon de proteinas, se realizé adicionando acetonitrilo (ACN, 100 uL) e
incubando las muestras a 4°C durante 30 min. Posteriormente se realizé una centrifugacion
(20000 g, 30 min, 4°C) y la fase organica se removid y seco en un evaporador de vacio (Rapid
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Vap, LABCONCO) a 40°C, 100 mbar y 40 rpm. Las muestras se re-suspendieron en 20 pL de
buffer de muestra (90 % H,0, 10 % ACN, 0.1 % &cido trifluoroacético, TFA). El DHE y sus
productos derivados (2-OH-E* y etidio (E*)) se separaron mediante HPLC utilizando la
columna Supelco Ascentis Express Phenyl-Hexyl (5 cm x 4.6 mm, 2.7 um, Sigma) equilibrada
con la fase movil (65 % H;0, 35 % ACN, 0.1 % TFA) y un detector de fluorescencia (Agilent
Series 1200). Las muestras eluyeron isocraticamente (flujo de 1 mL/min) y los picos
correspondientes al DHE, 2-OH-E* y E* se monitorearon mediante deteccién de
fluorescencia a una Aex-em=510-567 nm. El estandar de 2-OH-E* y E* se prepard como se
describié anteriormente3%),

Actividad aconitasa

Epimastigotas (3.0 x 108) se incubaron con el sistema XO/X como se describid en el apartado
anterior y posteriormente se lisaron en buffer hipotdnico (PBS diluido 1/10). La lisis se
realizé mediante 5 ciclos de congelamiento-descongelamiento (1 min a 100°C y 1 min en
nitrogeno liquido). El material remanente se centrifugd a 14000 g y 4°C durante 15 miny
el sobrenadante se utilizd para medir la actividad. La actividad aconitasa se evalud
midiendo el consumo de cis-aconitato (100 uM) a 240 nm, 28°C y en buffer Tris/HCI (50
mM, pH 7.4).

Determinacidn del pH fagosomal

Para la determinacién del pH fagosomal se generaron anticuerpos anti-T. cruzi en conejo
conjugados al fluoréforo pH-sensible isotiocianato de fluoresceina (FITC, Sigma).
Brevemente, epimastigotas (1 x 10°) se lisaron en PBS conteniendo digitonina (1 mg/mL) e
inhibidores de proteasas (Sigma) durante 15 min en hielo. La muestra se lavé dos veces
mediante centrifugacion (20000 g, 15 min, 4°C) y el pellet (fraccidon enriquecida en
membrana) se re-suspendid en buffer de re-solubilizacién (NaCl, 150 mM; Tritén X-100, 1 %
v/v; deoxicolato, 0.5 % v/v; SDS, 0.1 % m/v; Tris, 50 mM, pH 7.4; inhibidores de proteasas
Sigma) durante 20 min a temperatura ambiente. El extracto obtenido se centrifugd (20000
g, 30 min, 4°C) y el sobrenadante se utilizé para la inmunizacion en conejo (dos dosis de
200 pg). Los anticuerpos se purificaron a partir del suero mediante técnicas convencionales
(precipitacién con sulfato de amonio y cromatografia de afinidad (sefarosa CL-4B conjugada
a proteina A)). La especificidad se evalué mediante Western blot utilizando BSA (10 pg) y
extractos proteicos totales de T. cruzi y macréfagos J774A.1 (50 pg). El anticuerpo
purificado se conjugé al fluoréforo pH-sensible FITC siguiendo las instrucciones del
fabricante. La relacién entre fluoresceina y proteina se calculé midiendo la absorbancia a
495 nmy 280 nm (Ec. 21) y la concentracidn de anticuerpo utilizando la Ec. 22.

F 2.77 x Abs 495
p Molar = Abs 280—(0.35 x Abs 495) Ec.21
IgG (%) _ [ Abs 280—(01.345 x Abs 495)] Ec. 22

Macrofagos J774A.1 se infectaron con tripomastigotas en presencia del anticuerpo anti-T.
cruzi-FITC (1 mg/mL) en una relacidn parasito:célula de 5:1 durante 10 min y a 37°C. Los
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parasitos no internalizados se lavaron y las células se incubaron durante 15 min en DMEM
a 37°C. Posteriormente, el medio se reemplazé por PBS frio y bafilomicina A-1 (B-A1, 0.15
1), un inhibidor especifico de la H*-ATPasa vacuolar (V-ATPasa), para frenar la acidificacion
del fagosoma previo al anadlisis por microscopia (400x) o citometria de flujo. En ambos
casos, trypan blue (0.4 % m/v) se adicioné antes de la medida para apantallar la
fluorescencia externa de las células. En algunos casos, B-Al (0.15 uM) se adiciond a los
macréfagos durante 30 min previo a la infeccion como control positivo. Macréfagos no
infectados se utilizaron como control negativo. La curva de calibracién se realizé graficando
la media de fluorescencia en funcidn del pH del fagosoma y se obtuvo in situ cambiando el
medio de los macréfagos infectados por un medio rico en K* a diferentes pHs (KCl, 140 mM,;
glucosa, 5 mM y buffer citrato o fosfato seguin el pH deseado, 15 mM). Asimismo, se
adicionaron los iondforos de K*/H* nigericina y valinomicina (10 puM). Las células se
incubaron durante 5 min, tiempo necesario para que se alcance un equilibrio entre el pH
extracelular y fagosomal. Posteriormente, las células se recolectaron y analizaron mediante
citometria de flujo. La inhibicion de la acidificacion del fagosoma debido a la B-Al se
corroboré utilizando particulas de E. coli conjugadas al fluoréforo pH-sensible pHRodo (100
ug/mL, Invitrogen). Los fagosomas acidos se observan como puntos rojos mediante
microscopia de fluorescencia (400x). Los efectos de la B-A1ly el difeniliodonio (DPI, 100 uM,
Sigma) sobre la fagocitosis y la actividad NOX-2 del macréfago luego de 30 min de
incubacién se evaluaron mediante el ensayo de reduccién de NBT?2 307) y mediante el
estudio de la invasién parasitaria luego de 2 h de interaccion como se explicé
anteriormente. En el ensayo de reduccién del NBT, los macréfagos infectados se incubaron
durante 30 min a 37°C con NBT (1 mg/mL) y la formacién de precipitados de formazan en
las vacuolas fagociticas se observaron mediante microscopia éptica (400x).

Exposicion de los parasitos a flujos de O, derivados del
macroéfago

Tripomastigotas pre-cargados con la sonda DHE (2.9 x 10’) se utilizaron para infectar
macrofagos J774A.1. Luego de 2 h las células se recolectaron y centrifugaron a 3000 g
durante 5 min a temperatura ambiente. En algunos casos, B-A1 (0.15 uM, Sigma) o DPI (100
UM, Sigma) se agregaron a los macréfagos 30 min antes de la infeccidn para inhibir la H*-
ATPasa o la NOX-2 respectivamente. Posteriormente se procedid a la lisis de las células,
extraccién organica y analisis por HPLC de las muestras como se describid en el apartado
“Exposicidn de los parasitos a flujos de O,*" derivados del sistema XO/X".

Modelo cinético durante la fase inicial de la fagocitosis de T.
cruzi en macrofagos

Para construir el modelo cinético del fagosoma del macréfago al inicio de la fagocitosis de
T. cruzi se considerd que, en estado estacionario, la velocidad de la formacion de 0,*/HO>*
iguala a la velocidad de desaparicién. La formacién de estas especies en el fagosoma se
debe a la activacion de la NOX-2 y el consumo a la dismutacidon espontdnea. En este caso,
la velocidad de difusién de ambas especies hacia fuera del fagosoma puede ser despreciada
debido a que es muchisimo menor que la velocidad de dismutacién.
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Para construir el modelo cinético en el citosol de T. cruzi se considerd que la velocidad de
produccién de O,* corresponde a la suma de las velocidades de difusion del O,* y del HO*
hacia dentro del parasito, mientras que la velocidad de desapariciéon corresponde a la
velocidad de dismutacidn catalizada por la Fe-SODB citosdlica. En este caso la velocidad de
dismutacién espontanea y las de reaccion entre el O,* y otros blancos celulares son
despreciadas debido a la alta concentracién de Fe-SODB presente en el citosol y su alta
constante de velocidad con el 02" (k=7.6 + 1.5 x 108 M1s71)(%8),

Para los cdlculos, se estimd que al inicio de la fagocitosis el volumen del fagosoma es
practicamente igual al volumen de T. cruzi®® mientras que las dreas superficiales del
fagosoma y de T. cruzi se estimaron a partir de micrografias electrénicas previamente
publicadas utilizando el software ImageJ(® 1> 22 54,55 | os datos del fagosoma se estimaron
asumiendo una forma elipsoidal mientras que para el caso de T. cruzi se utilizé media
elipsoide mds un cono o, alternativamente, una elipsoide completa dependiendo de cada
caso particular.

La actividad NOX-2 se calculé a partir del consumo de O; neto. Dicho consumo incluye el
consumo por la NOX-2 y la regeneracion de O; durante la dismutacién espontdnea del O*"
(en una relacién estequiométrica de un O; cada dos 0O:*). Por lo tanto, la velocidad de
reaccion de la NOX-2 es igual a la velocidad de consumo de O; mas la mitad de la velocidad
de dismutacion.

Velocidad de consumo neta de O, por fagosoma

La velocidad de consumo neta de O se calculé como la diferencia entre los valores
obtenidos utilizando macréfagos derivados de médula ésea infectados de ratones C57BL/6
WT vy de ratones gp91-phox”- utilizando un analizador de O, en placa (Seahorse XFe24,
Agilent). Brevemente, el consumo basal de O, de los macréfagos se midio tres veces a 37°C
y en medio de respiracién celular (DMEM; glutamina, 2 mM; piruvato, 1 mM; glucosa, 10
mM) utilizando el siguiente programa: 2 miny 30 s de mezclado, 30 s de esperay 2 min de
medida previo a la inyeccidon de 75 pL de medio o tripomastigotas opsonizados con el
anticuerpo anti-T. cruzi (1.5 mg/mL) en una relacién parasito:célula de 40:1. Para los
calculos se tomaron los valores de consumo de O, maximos (aproximadamente a los 10-20
min de la inyeccién). Se asume que a dichos tiempos ya ocurrié la acidificacién del
fagosoma (primeros 5 min)1°Y) y que el valor obtenido corresponde al pH del fagosoma
estimado en este trabajo. El consumo de O; ird disminuyendo eventualmente a medida que
la NOX-2 se inactiva y debido a esto el dato obtenido representa sélo la fase temprana de
la fagocitosis. Luego de la medida los parasitos no internalizados se removieron mediante
tres lavados con PBS. La velocidad de consumo neta de O; por fagosoma se calculd
contando en paralelo el nimero de células en cdmara de Neubauer y el nidmero de
fagosomas por macroéfago mediante microscopia de fluorescencia (Nikon Eclipse TE-200) y
tincion con DAPI.

Velocidad de dismutacion espontanea

La velocidad de dismutacién espontdnea es la suma de tres reacciones, una que involucra
dos moléculas de 0", otra un O2* y un HO" y la tercera dos HO;". Para calcular las
velocidades de dismutacién espontanea del par 0,*/HO;* en el fagosoma y en el citosol
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de T. cruzi, se utilizaron las tres constantes de reaccion independientes de pH reportadas
previamente, el pKa del par 0,°/HO>" (tabla 9)(® 67.99)y |os valores de pH del fagosoma
(medido en este trabajo) y del citosol de T. cruzi (pH = 7.1)( %),

Difusién del par O,*/HO;* hacia T. cruzi

La velocidad de desaparicion del par 0,*/HO;* por difusion en el fagosoma se puede
calcular como se muestra a continuacién (Ec. 23):

dCf_ _ ] _PxA -
—=ka X (= E—V—fxlo 3% (Cr—Cy) Ec.23

En esta ecuacién Csy Cic son las concentraciones de las especies en el lumen del fagosoma
y el citosol de T. cruzi respectivamente; kq es la constante de difusién; J es el flujo; Vs es el
volumen del fagosoma y P es la constante de permeabilidad de membrana. Dado que el
par 02°/HO:" es rapidamente consumido por la Fe-SODB citosélica, podemos despreciar el
término Cic y la Ec. 23 se simplifica a la Ec. 24:

kg =24%x10"2  Ec.24
Vy

Utilizando el area superficial estimada previamente de T. cruzi, 1.6 x 10”7 cm?, el volumen
del fagosoma, 1.0 x 10'% L y las constantes de permeabilidad reportadas para ambas
especies, 2.1 x 10® cm/s®? y 9 x 10 cm/s®% para el 0" y el HO,® respectivamente se
obtuvieron las kq presentadas en la tabla 10. Por ultimo, el flujo de 02*/HO>* (Jin) hacia T.
cruziy las velocidades de entrada al parasito (dCtc/dt) se calcularon utilizando las siguientes
ecuaciones (Ec. 25 y Ec. 26):

dCc ]in
Jin = kg X Cgg X Vf Ec. 25 d_; = E Ec. 26

En estas ecuaciones kq corresponde a la constante de difusién, Css a la concentracién en
estado estacionario en el lumen del fagosoma, Vs al volumen del fagosoma y Vi al volumen
de T. cruzi. Los resultados se muestran en la tabla 10.

Evaluacion de la virulencia in vivo

Ratones C57BL/6 hembras (10-12 semanas de edad) se inocularon intraperitonealmente
(5-6 ratones por grupo) con 5 x 10°-2 x 107 tripomastigotas de la cepa WT o sobrexpresante
de la Fe-SODB. La infeccidn aguda se evalué midiendo la parasitemia y la carga parasitaria
tisular mediante qPCR. En el primer caso, se contd la cantidad de tripomastigotas en sangre
obtenida de la vena de la cola (3 pL) mediante microscopia en 32 campos de cdmara de
Neubauer (400x de aumento)?%). Para evaluar la carga parasitaria tisular, 10 dias post-
infeccion, se sacrificaron los animales y se extrajeron los corazones. Las muestras se lavaron
con PBS y se homogeneizaron en DNAzol (1 mL, Invitrogen) utilizando un homogeneizador
(5-10 ciclos, Glas-Col). EI ADN se purificd a partir del homogeneizado siguiendo las
instrucciones del fabricante. La concentracién y pureza se determind a partir de la
absorbancia a 260 nm vy la relaciéon Abs 260/Abs 280 nm. Solamente las muestras que
tuvieron una relacion mayor o igual a 1.8 fueron utilizadas. El ADN de T. cruzi (fragmento
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de 195 pares de bases) se cuantific6 mediante qPCR en un termociclador (lllumina’s Eco
Real-Time PCR System) utilizando la sonda SYBR (SYBR Green Master Mix, Applied
biosystems) y los primers especificos, AATTATGAATGGCGGGAGTCA (forward) vy
CCAGTGTGTGAACACGCAAAC (reverse). EI ADN de ratdn se obtuvo y cuantificé en paralelo
de la misma manera pero utilizando primers especificos para la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH): CTGAGAACGGGAAGCTTGTC (forward) y
CCTGCTTCACCACCTTCTTG (reverse). Cada mezcla de reaccion para el ensayo por gPCR (20
uL) se realizé con 10 puL de 2x SYBR Green Supermix, 0.5 uM de cada primer y 100 ng de
ADN. El programa de reaccion incluyé los siguientes pasos: 1 ciclo a 50°C (10 min); 1 ciclo a
94°C (3 min); 40 ciclos a 94°C (45 s), 68°C (1 min) y 72°C (1 min); y 1 ciclo a 72°C (10 min).
Luego de la amplificacion se realizd una curva de melting midiendo la fluorescencia entre
95 y 55°C como control de especificidad de la técnica. El aumento en la cantidad de ADN
de T. cruzi en los corazones de los ratones infectados con los parasitos sobrexpresantes de
la Fe-SODB con respecto a la cepa WT (Fold change) se calculé como 222%, donde ACt
representa la diferencia entre el valor Ct de T. cruziy GAPDH y AACt representa la diferencia
entre el ACt de los parasitos sobrexpresantes y los pardsitos WT.

Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media + SEM y se analizaron utilizando el test estadistico
test t de Student. Un valor p < 0.05 se considerd significativo. El nUmero de muestras
utilizadas y/o el nimero de experimentos independientes realizados en cada ensayo se
detalla en las leyendas de las figuras correspondientes.

Etica en el uso de animales en el laboratorio

Todos los animales fueron mantenidos en la Facultad de Medicina y los experimentos se
realizaron segun lo que dicta la ley uruguaya (N2 18.611) y los protocolos para el uso de
animales en el laboratorio aprobados por el comité de ética de la Facultad de Medicina
(Exp. N2 070153-000119-15, Exp. N2 070153-000179-13 y Exp. N2 071140-000880-12). La
manipulacién de los animales fue realizada por investigadores avalados de categorias A o
B seglin la Comision Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA).
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Generacién de parasitos sobrexpresantes de la Fe-SODB y
estimacion de la concentracidn de Fe-SODs
Para poder estudiar el rol de la Fe-SODB in vitro e in vivo durante la infeccion al huésped se

generdé una linea de pardsitos sobrexpresantes de la Fe-SODB utilizando el plasmido
PRIBOTEX?®") y la cepa Dm28c.
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Figura 38. Generacion de parasitos sobrexpresantes de la Fe-SODB y estimacion del contenido de Fe-SODAyBen T.
cruzi. A. Western blot de Fe-SODs recombinantes a diferentes concentraciones (carriles 1-6: 0.05, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 1.0
ug) y extractos totales (50 ug) de T. cruzi (carril 7: epimastigota WT, carril 8: epimastigota sobrexpresante, carril 9:
tripomastigota WT, carril 10: tripomastigota sobrexpresante). Las imagenes se adquirieron con el sistema Odyssey (LI-
COR), se analizaron utilizando el software Image Studio y los resultados se graficaron como la fluorescencia en el infrarrojo
cercano (NIR) en funcién de la cantidad de proteina. Dm28c and CL-Brener se utilizaron como cepas WT para el andlisis
de Fe-SODB y Fe-SODA respectivamente. Resultados representativos de cuatro determinaciones. B. Inmunocitoquimica
de los pardsitos Dm28c (WT) y sobrexpresantes de la Fe-SODB en las formas epimastigota y tripomastigota utilizando el
anticuerpo de conejo anti-Fe-SODB, el secundario anti-IgG de conejo Alexa Fluor 488 (verde) y la tincién de nucleos con
DAPI (azul). Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio de fluorescencia (1000x, escala 5 um). C. Extractos
solubles de T. cruzi (4 x 108 epimastigotas) fueron analizaron por electroforesis (10 %) y posteriormente se realizé el
ensayo de actividad SOD con NBT como se describe en materiales y métodos. Las zonas con actividad SOD se visualizan
como zonas acromaticas. En paralelo se realizé un gel en las mismas condiciones pero tefiido con Coomasie blue como
control de carga. Resultados representativos de tres experimentos independientes. D. Extractos de T. cruzi (50 pg) se
analizaron por Western blot utilizando distintos anticuerpos primarios. Las imagenes se obtuvieron utilizando el sistema
Odyssey (LI-COR) y se analizaron con el software Image Studio. WT: cepa Dm28c, Fe-SODB: parasitos sobrexpresantes.
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Este plasmido posee la ventaja de que se integra en el ADN gendmico y por tanto genera
cepas sobrexpresantes estables, que no requieren del continuo agregado de antibidtico
para mantener la sobrexpresién. La transfeccién y posterior seleccion de parasitos
resistentes a la G418 resultd en un aumento entre tres y diez veces del contenido proteico
de Fe-SODB y en la actividad SOD total (~1 a 6 U/mg), tanto en la forma epimastigota como
tripomastigota (figura 38 A-B-C). Otras enzimas del sistema antioxidante de T. cruzi (Fe-
SODA, TcCPx, TcMPx, TXN-1, TXN-2 y TryS) no se sobrexpresaron en esta linea (figura 38
D). Posteriormente, utilizando las proteinas recombinantes de las Fe-SODs y anticuerpos
especificos para dichas enzimas, se estimd el contenido de la Fe-SODA y Fe-SODB en las
cepas CL-Brener y Dm28c respectivamente (tabla 8). Se utilizé también la cepa CL-Brener
ya que los parasitos sobrexpresantes de la Fe-SODA (ya disponibles en el laboratorio,
cedidos amablemente por el Dr. Shane Wilkinson) poseen el fondo genético de dicha cepa.
Los valores obtenidos se encuentran en el rango de 10-40 uM para los parasitos WT, los
cuales son similares al previamente reportado para la Mn-SOD de células endoteliales (12
+3) uM 72), Para determinar la concentracién molar se estimé el volumen del epimastigota
y tripomastigota como se detalla en “Materiales y métodos”. Estos valores concuerdan con
otros reportados previamente(®®), siendo de (28.1 + 1.5) fL y (10.7 + 0.7) fL para la forma
epimastigota y tripomastigota respectivamente. Es interesante notar que el contenido de

Fe-SODs aumenta en la

Concentracion de Fe-SOD en T. cruzi (uM) forma infectiva con
Epimastigota Tripomastigota respecto a la no infectiva,

= de acuerdo con lo
=) Dm28c 9+4 28+11 .
Q previamente reportado
@ Dm28c-FeSODB 133 +27 426 + 30 mediante analisis
§ CL-Brener 12+3 36+8 proteémicos%),
(T3]
..d’.. Brener-FeSODA 56+18 125+7

Tabla 8. Concentraciones estimadas interpolando la sefial de fluorescencia en el infrarrojo cercano de los extractos
proteicos de T. cruzi (1.5 x 107 parasitos) en los graficos mostrados en la figura 37. Las masas de Fe-SOD por parasito se
convirtieron a concentraciones utilizando las masas moleculares de las proteinas (obtenidas con la herramienta ExPASy
ProtParam) y los volimenes de las formas epimastigota y tripomastigota. Los resultados estdn expresados como la media
+ SEM de cuatro determinaciones.

La sobrexpresion de la Fe-SODB disminuye la generacion de
peroxinitrito dentro del parasito

La habilidad de la Fe-SODB de detoxificar el O,*" dentro del parasito y, en consecuencia,
evitar la formacion de peroxinitrito fue evaluada en un experimento de competencia
utilizando epimastigotas pre-cargados con la sonda boronato de fluoresceina (FL-B) y el
compuesto SIN-1. El SIN-1 se descompone a pH fisioldgico generando flujos similares de
02" vy °NO vy por tanto, funciona como dador de peroxinitrito®°% 319 E| peroxinitrito
reacciona con la FL-B y genera un producto fluorescente (k = 1.7 x 10® Ms* a 37°C y pH
7.4), por lo que se espera que en presencia de SOD la fluorescencia sea menor. La oxidacién
intracelular de la FL-B se evalué mediante citometria de flujo a diferentes tiempos (10-30
min) en ausencia (control) o presencia de SIN-1 (0.1 mM; flujo de peroxinitrito de ~1.7
uM/min a 28°C). Los resultados de este experimento muestran que la sobrexpresion de la
Fe-SODB limita la oxidacién de la FL-B, indicando que esta enzima previene la generacion
de peroxinitrito debido a la detoxificacion de uno de sus reactivos, como se observd
previamente para la isoforma mitocondrial, Fe-SODA®Y (figura 39).



Capitulo 2 77
Resultados

WT Fe-SODB Figura 39. La sobrexpresion de la

Tiempo Fe-SODB disminuye la

1800+ 0 —p) 30 18004 formacion de peroxinitrito SIN-

1-dependiente  dentro  del

parasito. Epimastigotas WT o

sobrexpresantes de la Fe-SODB

se pre-cargaron con FL-B (1 x 108)

y se incubaron en ausencia

== Control  (control) o presencia de SIN-1

SIN-1 (0.1 mM) a 28°C. A distintos

- . . i 0 L . . tiempos (10-30 min) se tomé una

109 10! 102 100 100 10" 102 103 alicuota y se analizdé mediante
Oxidacion de FL-B Oxidacion de FL-B citometria de flujo.

1200+ 12004

6004 600

N° de eventos

0

Posteriormente, evaluamos la capacidad de los parasitos sobrexpresantes de la Fe-SODB
de disminuir la generacién de peroxinitrito durante la fagocitosis en macrdéfagos. Para ello,
los macréfagos fueron primero estimulados para inducir la iNOS y producir *NO (IFN-y/LPS,
5 h) y luego fueron infectados durante 2 h con tripomastigotas WT o sobrexpresantes de la
Fe-SODB previamente cargados con FL-B. Es importante recordar que la propia infeccién
estimula la activacion de la NOX-2 y la generaciéon de 02" hacia el parésito internalizado?%
146, 302, 303) |3 oxidacion de la FL-B fue observada solamente en los pardsitos que se
encontraban dentro de los fagosomas, demostrando que se produce peroxinitrito como ya
se habia reportado previamente®® (figura 40 A-B).
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Figura 40. La sobrexpresion de Fe-SODB disminuye la formaciéon de peroxinitrito dentro del parasito durante la
fagocitosis en macréfagos. Macrofagos J774A.1 se estimularon durante 5 h para inducir la iNOS (IFN-y, 800 U/mL; LPS,
16 pg/mL). Los macréfagos se infectaron con tripomastigotas pre-cargados con FL-B (relacidn parasito:célula de 5:1)
durante 2 h a 37°C. A-B. La oxidacidén de la FL-B se evalué mediante microscopia de fluorescencia con 400x de aumento.
A. Superposicién de la sefial de la fluoresceina y campo claro. Escala 50 um. B. A la izquierda sefal de la fluoresceinay a
la derecha la superposicidn con el campo claro. Inset: parte de la imagen magnificada. Escalas 200 um y escalas de los
inset 50 um. C. La intensidad de pixel promedio por amastigota se obtuvo de las micrografias utilizando el software
ImageJ. Se muestra la media £ SEM de 70 amastigotas, *: p < 0.0001, test t de Student. D-E. Alternativamente, las células
se recolectaron mecdnicamente luego de la infeccién y se analizaron mediante citometria de flujo. Control y Ctl
corresponden a macréfagos no estimulados y IFN-y/LPS corresponde a macrdfagos estimulados. En algun caso, L-NAME
(10 mM) se adiciond al medio previo a la infeccion para inhibir la produccion de *NO y de peroxinitrito. Se muestra la
media + SEM de duplicados, *: p < 0.05, test t de Student. F. Macréfagos J774A.1 se infectaron con tripomastigotas
(relacion parasito:célula de 5:1) durante 2 h a 37°C. Posteriormente las células se lavaron, fijaron y trataron con DAPI (5
ug/mL). Los preparados se analizaron en un microscopio de fluorescencia con aumento 1000x. El porcentaje de invasion
se calculé como el nimero de amastigotas/100 macréfagos y se expresaron relativas al WT (Dm28c). Se muestra la media
+ SEM de cuatro determinaciones, *: p < 0.05, test t de Student .

De acuerdo con los resultados obtenidos en el experimento con SIN-1, la oxidacién de la
FL-B resulté ser significativamente menor en los parasitos sobrexpresantes de la Fe-SODB
(figura 40 B-C). El contenido de fluoresceina (producto de oxidacion de la FL-B con
peroxinitrito) se evalué mediante citometria de flujo en presencia o ausencia del inhibidor
de la iNOS L-NAME (10 mM). Para los parésitos WT, la oxidacion de la FL-B aumentd varias
veces en los macréfagos inmunoestimulados en comparacion con los no estimulados y esta
oxidacién disminuyd casi completamente en presencia del inhibidor, lo cual demuestra la
presencia de peroxinitrito. Asimismo, cuando se utilizaron los parasitos sobrexpresantes de
la Fe-SODB la oxidacién de la FL-B resulté ser significativamente menor (figura 40 D-E). Este
resultado no se debid a diferencias en el porcentaje de invasidn y, en consecuencia, menor
cantidad de fagosomas, ya que el nimero de amastigotas intracelulares luego de 2 h de
invasion es el mismo para ambas cepas (figura 40 F). Estos resultados muestran que el 0"
derivado de la NOX-2 del macrofago es capaz de difundir a través de la membrana del
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parasito y, en presencia de *NO, de generar peroxinitrito a nivel intracelular. Ademas,
muestran que la Fe-SODB previene la formacién de peroxinitrito dentro del parasito
durante la fagocitosis en macroéfagos.

Toxicidad del O,* derivado del macréfago hacia T. cruzi

Evaluar la toxicidad del O,* derivado del macrdéfago hacia un patdgeno es una tarea dificil
debido a la falta de inhibidores especificos de la NOX-2 y a la dismutacién espontdnea del
02° para formar H;0,. En este trabajo utilizamos macréfagos derivados de médula ésea
(BMDM) de ratones WT y deficientes en la NOX-2 (gp91- phox") de forma de poder evaluar
el rol del O;° en el control parasitario. A su vez, realizamos las infecciones con cepas WT
de T. cruzi y cepas sobrexpresantes de las Fe-SODs con el fin de determinar el rol de dichas
enzimas durante la fagocitosis en macrdéfagos.

Los parasitos sobrexpresantes de la Fe-SODB citosélica resultaron ser mds infectivos que el
WT (luego de 24 h) en infecciones a macroéfagos no estimulados, demostrando la
citotoxicidad del O,* derivado del huésped hacia T. cruzi y la importancia de la Fe-SODB
citosélica en su eliminacién (figura 41).

BMDM B JTT4A Figura 41. Los parasitos sobrexpresantes
de la Fe-SODB son mas infectivos que el
I WT en infecciones a macréfagos. A.
X Macréfagos derivados de médula dsea
(BMDM) de ratones WT o deficientes en la
NOX-2 (gp91-phox’-) fueron infectados
501 con tripomastigotas de la cepa WT
(blanco) o sobrexpresantes de la Fe-SODB
T . T . 0 . . . T (gris), en una relacién parasito:célula de
Owt gp91-phox-/- FN-y/LPS 5:1 en DMEM, 10 % SBF y a 37°C. Luego de
] Fe-SODB 24 h los macrdéfagos se fijaron y se tifieron
con DAPI (5 pg/mL). Los preparados se
visualizaron en microscopio de fluorescencia con aumento 1000x. El porcentaje de infeccidn se calculé como la cantidad
de amastigotas intracelulares / 100 macrdéfagos y se graficaron relativo a la cepa WT. Se muestra la media + SEM de
cuatro experimentos independientes, *: p < 0.05, test t de Student. B. Macréfagos J774A.1 se incubaron en ausencia o
presencia de IFN-y (800 U/ml) y LPS (16 pg/ml) durante 5 h. Luego se infectaron y analizaron como en el panel A. Se
muestra la media + SEM de cuatro experimentos independientes, *: p < 0.05, test t de Student.
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Como control se utilizaron macréfagos gp91-phox’-, con los cuales ambas cepas de
parasitos mostraron el mismo grado de infectividad (figura 41 A). Asimismo, los parasitos
sobrexpresantes de la Fe-SODB citosodlica fueron mas infectivos que el WT en infecciones a
macrofagos estimulados para la produccion de *NO (IFN-y/LPS, 5 h) (figura 41 B). El
aumento en la supervivencia de los pardsitos sobrexpresantes de la Fe-SODB citosdlica
respecto al WT durante la infeccidn a macréfagos indica que el 0" es capaz de difundir en
cantidades significativas hacia el interior del patégeno y de causar dafios ya sea
directamente o via la generacién de peroxinitrito.

De forma contraria, la sobrexpresién de la Fe-SODA mitocondrial no resulté en un mayor
grado de infeccién en macrdfagos no estimulados luego de 24 h (figura 42). Esto puede
deberse a la mayor lejania entre la localizacién subcelular de esta isoforma y la fuente de
02*". Sin embargo, en infecciones a macroéfagos estimulados para la produccion de *“NO (IFN-
Y/LPS, 5 h), los parasitos sobrexpresantes de la Fe-SODA mitocondrial si resultaron ser mas
infectivos que el WT, probablemente debido a que el *“NO es un inhibidor de la cadena de
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transporte de electrones y causa un aumento en la generacion de O,* intra-mitocondrial

(figura 42).
Figura 42. Los parasitos sobrexpresantes de la Fe-SODA solamente
. 200+ OwT son mas infectivos que el WT en infecciones a macréfagos
= [0 Fe-SODA —_—r estimulados para la produccion de *NO. Macréfagos derivados de
2 1501 - médula ésea (BMDM) se incubaron en ausencia o presencia de IFN-y
- (800 U/ml) y LPS (16 pg/ml) durante 5 h y fueron infectados con
:é 100 — tripomastigotas de la cepa WT o sobrexpresantes de la Fe-SODA
8 (relacién parasito:célula de 5:1) en DMEM, 10 % SBF y a 37°C. Luego
E 504 de 24 h los macréfagos se fijaron y se tifieron con DAPI (5 pg/mL). Los
preparados se visualizaron en microscopio de fluorescencia con
0 i : i : aumento 1000x. El porcentaje de infeccién se calculé como la
_— cantidad de amastigotas intracelulares cada 100 macrdfagos y se

IFN-y/LPS

graficaron relativo a la cepa WT. Se muestra la media = SEM de cuatro
experimentos independientes, *: p < 0.01, test t de Student.

Difusion del O, exdgeno hacia el interior de T. cruzi

Para estudiar la difusiéon del O,* generado exdgenamente hacia el interior de T. cruzi se
realizaron experimentos con el sistema xantina oxidasa/xantina (XO/X) como fuente
externa de 0,°312), E| 0" dentro de T. cruzi se evalud utilizando parésitos pre-cargados
con la sonda DHE la cual, en presencia de 02", se transforma en el producto 2-OH-E*305 313,
314)  Asimismo, el nivel de 02 intracelular se evalué midiendo la actividad aconitasa.
Epimastigotas y/o tripomastigotas se expusieron al sistema XO/X durante 40 min (flujo de
02" de 3+ 0.2 uM/min) a pH 7.4. En estas condiciones se observo tanto un aumento en la
cantidad de 2-OH-E* como una disminuciéon en la actividad aconitasa, mostrando que el
02" es capaz de difundir en estas condiciones e inhibir a la enzima. De acuerdo con lo
anterior, la sobrexpresién de la Fe-SODB en T. cruzi disminuyd la produccién de 2-OH-E* y
la inactivacion de la aconitasa (figura 43).

Figura 43. Difusion
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+ SEM de cuatriplicados, *: p < 0.01, test t de Student. C. Tripomastigotas de la cepa WT o sobrexpresante de la Fe-SODB
(4.4 x 107) se incubaron con el sistema XO/X como se describe en el panel Ay los datos se graficaron como en el panel B.
Se muestran las medias + SEM de triplicados, *#: p < 0.001, test t de Student. D. Epimastigotas (3.0 x 108) se incubaron
con el sistema XO/X como se describe en el panel A pero durante 30 min. La actividad aconitasa se midié en los
sobrenadantes obtenidos de la lisis celular siguiendo el consumo de cis-aconitato (100 uM) a 240 nm y 28°C en buffer
Tris/HCI (50 mM, pH 7.4). Se muestra el porcentaje de actividad relativo al WT en ausencia de XO. Los datos representan
la media * SEM de tres experimentos independientes, *: p < 0.05, test t de Student.

El O, utiliza canales anidnicos presentes en la membrana de
T. cruzi

La permeabilidad del Oy* en liposomas de fosfolipidos es baja (2 x 10® ¢cm/s)®2. Sin
embargo, este valor podria aumentar en presencia de canales aniénicos en la membrana
plasmatica‘®). Para evaluar esta posibilidad incubamos parasitos pre-cargados con la sonda
DHE con 0,* generado por el sistema XO/X en ausencia o presencia del inhibidor clasico de
canales anidnicos NPPB. Tanto en epimastigotas como en tripomastigotas, la presencia de
dicho compuesto resultd en una menor deteccion de 2-OH-E*, y por ende de O,*. Estos
resultados indican que a pH neutro, el O, es capaz de utilizar, en parte, canales anidnicos
(figura 44).

A B Figura 44. El O,* utiliza
Epimastigotas Epimastigotas canales anidnicos d?
) m 5 membrana en T. cruzi.
= 08, T E)s(t(a)ndar (:; * * Epimastigotas (5 x 107) o
i 06 _ ;-XO 3 4 tripomastigotas (1 x 106)
E ] NPPB ‘fg N se incubaron con xantina
2 0.4 3 (200 uM) y catalasa (0.2
% ’ g 2] mg/mL). en ausencia o
5 02J i —_— presencia de XO (50
= £+ M mU/mL) durante 40 min
ool T 2 (flujo de 0" de 3.1 +0.2
1.0 15 2.0 25 ' NPPB uM/min). En algunos
Tiempo (min) +X0O casos, NPPB (50 pM) se
c D adiciond durante 15 min
Tripomastigotas ~ Tripomastigotas previo a la exposicién a
~12 & -- Estandar = 2507 la XO. A y C. Registros
o 127 ] * * . .
. - X0 S 2004 primarios
xt | — +XO S representativos de
3 084 t NPPB 3 1504 deteccion de 2-OH-E*
c .
 0.64 g 1004 mediante HPLC acoplado
3 041 o a un detector de
S o2l £ 504 fluorescencia (Aex = 510
L 00 e R O. 0 nm, }\em = 567 nm). Un
1.0 15 20 25 o . NPPB estandar que contiene
Tiempo (min) +XO una mezcla de 2-OH-E*y

el producto no especifico
etidio (E*) también se muestra. B y D. Las areas de los picos de 2-OH-E* obtenidos como se menciona en el panel Ay C
fueron transformadas a cantidades utilizando una curva de calibracién (e = 0.144 area/pmol). Se muestran las medias +
SEM de cuatriplicados (epimastigotas) o duplicados (tripomastigotas), *: p < 0.01, test t de Student.

La protonacion y difusion del O,° es favorecida a pH acidos

El 02" se encuentra mayoritariamente ionizado a pH neutro (pKa = 4.88)(7). Sin embargo,
al pH acido presente en el fagosoma del macréfago, la concentracion de la forma protonada
HO,* aumenta significativamente pudiendo difundir a través de membranas lipidicas con
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mayor facilidad®% %% 190 para evaluar la protonacién y difusion del par 02°/HO;* durante
la fagocitosis, primero determinamos el valor de pH del fagosoma a tiempos tempranos (15
min) de internalizacion de T. cruzi. Es importante recordar que la cinética de acidificacion
del fagosoma es diferente para distintas células inmunes, siendo bastante rdpida (~5 min)
en el caso de los macréfagos. Para la determinacién del pH fagosomal, utilizamos un
anticuerpo de conejo cuyo antigeno es una fraccién enriquecida en membrana de T. cruzi
que se conjugd al fluoréforo pH-sensible FITC (figura 45). La fluorescencia del FITC
disminuye a pHs acidos permitiendo la estimacion del pH intra-fagosomal realizando una
curva de calibracion®'®), Como situacién de maxima fluorescencia se utilizé el inhibidor de
la H*-ATPasa bafilomicina A1 (B-Al). En la figura 45 C, se muestra como la presencia de B-
Al efectivamente bloquea la acidificacién del fagosoma. Tripomastigotas previamente
opsonizados con el anticuerpo anti-T. cruzi-FITC se utilizaron para infectar macréfagos en
ausencia o presencia de B-Al. En ausencia de B-Al, se observd una sefial tenue mediante
microscopia de fluorescencia indicando la naturaleza acida del fagosoma, mientras que en
presencia de B-Al la sefal resultd mucho mas evidente (figura 45 D). En ausencia de T.
cruziy presencia del anticuerpo no se observé fluorescencia en los macréfagos.
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Figura 45. Generacion y caracterizacion del anticuerpo anti-T. cruzi-FITC. A. Espectro de absorcién del anticuepo anti-T.
cruzi conjugado a FITC. La relacién entre fluoresceina y proteina (F/P) se obtiene midiendo las absorbancias a 495 nmy
280 nm como se describe en materiales y métodos. B. La especificidad del anticuerpo (0.5 pug/mL) se evalué mediante
Western blot. Carriles: 1, BSA (10 pg); 2, J774A.1 (50 pg); 3, T. cruzi (50 pg). C. La inhibicidn de la acidificacion en presencia
de B-A1l se evalud en macrofagos sin tratar (a) o tratados (b) utilizando particulas de E. coli conjugadas a la sonda pH-
sensible pHRodo (100 pg/mL). Los fagosomas acidos se visualizan como puntos rojos mediante microscopia de
fluorescencia (400x, escala 200 um). D. Macréfagos J774A.1 pre-tratados con (b) o sin (a) B-Al (0.15 uM) se incubaron
con tripomastigotas opsonizados con el anticuerpo anti-T. cruzi-FITC durante 10 min (relacién parasito:célula de 5:1) a
37°C. Los parasitos no internalizados se lavaron con PBS y las células se incubaron durante 15 min en DMEM a 37°C.
Posteriormente el medio fue reemplazado por PBS frio, B-A1 (0.15 uM) y trypan blue (0.4 % m/v) y las células fueron
visualizadas en microscopio de fluorescencia (400x, escala 200 uM).

Una vez caracterizado el sistema, se procedié a medir el pH mediante citometria de flujo
(figura 46). La curva de calibraciéon se construyd in situ, cambiando el medio de los
macrofagos por soluciones ricas en K* a distintos pHs, junto con iondforos K*/H* que
posibilitaron que el pH del medio y el pH fagosomal se encuentren en equilibrio (figura 46
B). El pH estimado mediante esta técnica resultd ser de 5.3 £ 0.1, lo cual significa que a los
15 min de fagocitosis de T. cruzi un ~27 % del O, se encuentra en la forma protonada HO>".

Figura 46. Determinacion del pH

fagosomal. Macréfagos J774A.1

2000+ y = 582.4 - 2631 incubados en ausencia o presencia de B-
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500 37°C. Los parasitos no internalizados se

pH fagosomal = .

53+0.1 lavaron con PBS y las células se
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FITC reemplazado por PBS frio, B-A1 (0.15

UM) y trypan blue (0.4 % m/v). A. Las

células se recolectaron mecanicamente y se analizaron por citometria de flujo. Ctl: control negativo de macréfagos no

infectados. T. cruzi: macrdfagos infectados. T. cruzi + B-Al: macrdfagos infectados tratados con B-Al. B. Curva de

calibracidn obtenida in situ utilizando macréfagos infectados en soluciones ricas en K* a diferentes pHs y en presencia de

los iondforos de K*/H* nigericina y valinomicina (10 uM). Las células se equilibraron durante 5 min. Se muestra la gréfica

de la media de fluorescencia medida por citometria de flujo en funcién del pH del buffer. El pH fagosomal se obtuvo de

interpolar la media de fluorescencia de la muestra en la curva de calibracion.
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Luego de la determinacidn del pH fagosomal se procedié a evaluar la difusién del par 0"
/HO2® en macrofagos infectados con tripomastigotas pre-cargados con la sonda DHE. En
algunos casos, los macrofagos se pre-trataron con B-A1 o difeniliodonio (DPI) como control
negativo. La deteccién de 2-OH-E*, y por ende de O2*, fue inhibida significativamente por
ambos agentes, indicando que a pH &cido la difusion se encuentra favorecida,
probablemente debido al mayor contenido de la especie HO* (figura 47). Es importante
destacar que la B-A1l no afectd la fagocitosis de T. cruzi ni la actividad NOX-2 (figura 48).

A B Figura 47. Difusion del O,*- hacia T.
cruzi durante la fagocitosis.
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3] o 150 —_ . )
S 04 bt T macréfagos J774A.1. En algunos
§ N g 1004 casos los macrofagos se pre-
4 2-0H-F
S 02 9 4l trataron con B-Al (0.15 uM) o DPI
i o (100 uM) durante 30 min. Luego de
0.0 . . , 0 : i
T T 2 h de infeccidn, los productos de
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primarios representativos. Control: macrofagos sin pre-tratar. B. Las areas de los picos de 2-OH-E* obtenidos por HPLC
fueron transformadas a cantidades utilizando una curva de calibracion (e = 0.144 drea.pmol). Se muestran las medias +
SEM de triplicados, *: p < 0.05, test t de Student.
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Figura 48. La actividad NOX-2 y la fagocitosis de T. cruzi
no se ven afectadas por la presencia de B-Al. A. Ensayo
de NBT. Macrdfagos J774A.1 tratados o sin tratar (B-Al
0.15 uM o DPI 100 uM durante 30 min) se infectaron con
T. cruzi (relacion parasito:célula de 5:1) en dPBS
conteniendo NBT (1 mg/mL). Luego de 30 min a 37°C las
células se observaron en un microscopio &ptico
(aumento 400x, escala 400 pM). Los depdsitos de
formazan indican la activacién de la NOX-2 (flechas). B.
Macréfagos tratados o sin tratar se infectaron como en
el panel A durante 2 h a 37°C. Las células se lavaron, se
fijaron con formaldehido (4 % v/v) y se tifieron con DAPI
(5 pg/mL). El porcentaje de invasion se calculé como la
cantidad de amastigotas cada 100 macréfagos mediante
microscopia de fluorescencia. Se muestra la media de +
triplicados.

Estimacion de las concentraciones en estado estacionario del
O,* y HO,* durante la fagocitosis de T. cruzi

Para determinar las concentraciones en estado estacionario del 0;* y HO,* dentro del
fagosoma se construyé un modelo cinético considerando todas las reacciones y constantes
de velocidad involucradas en la produccion y consumo del 02*/HO;* (tabla 9).

Reacciones utilizadas en el modelo cinético del fagosoma

Tabla 9. t Calculado como se detalla en

materiales y métodos. ¥ La velocidad de

Reaccion Observaciones Ref. produccién de O;* por la NOX-2 es la
1) Consumo neto de O, R, = 0.001 M/s 1 suma del consumo neto de O; y la mitad
2) 02 = 0" Ry =Ri*(Rs+ Ryt Rs) /2 ¥ gseponltaéne;/.dgdsxar dD? etdialslfm(ﬁ;c;g)r;
3)20,7+2H"— 0, + H,0, ks <0.3-100 M's™ § Bielski BHJ (1978); Bielski BHJ & Allen AO
4) O,~+ HOy" + H* — O, + H,0, ks =8.5-10 x 10" M-"s" § (1977).
5)2HO, — 0, + H,0, ks = 7.6-8.6 x 105 M 's™ §
6) 0," + H" < HOy pKa = 4.69-4.88 §

Para ello, primero calculamos la velocidad de produccién de O,* por la NOX-2 por fagosoma
luego de la internalizacién de T. cruzi (10-20 min). En este sentido, medimos la velocidad
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de consumo neto de O; en el analizador de O; en placa Seahorse (Agilent) en macréfagos
derivados de médula dsea infectados de ratones WT y gp91-phox”- (figura 49). La diferencia
entre ambas velocidades se debe a la activacion de la NOX-2 (figura 49 A). El nimero de
células por condicidn se conté en cdmara de Neubauer luego del analisis y el nUmero de
fagosomas por macroéfago se evalué mediante microscopia de fluorescencia, contando la
cantidad de parasitos intracelulares teiiidos con DAPI (figura 49 B).

A 0O WT O gp91-phox+

5009 B WT + T . cruzi @ gp91-phox” + T. cruzi WT gp91-phox”

T. cruzi T. cruzi

Tiempo (min)

Anti-T. cruzi

Figura 49. Consumo neto de O, por fagosoma. A. Macréfagos derivados de médula ésea de ratones WT o gp91-phox’-
se incubaron en ausencia o presencia de T. cruzi opsonizado con el anticuerpo anti-T. cruzi-FITC (parasito:célula de 40:1).
La velocidad de consumo de O, (QO;) se evalué en medio de respiracion celular (DMEM; glutamina, 2 mM; piruvato, 1
mM; glucosa, 10 mM) a 37°C en el equipo Seahorse (Agilent) antes y después de la inyeccion de T. cruzi (flecha). Se
muestran los registros primarios (izquierda) y los valores de QO; (derecha), al alcanzar la maxima actividad de la NOX-2
(10-20 min luego de la inyeccidn). Se muestran las medias de las QO3 + SEM de quintuplicados. B. El nimero de fagosomas
por célula se evalud contando el nimero de fagosomas por macréfago mediante microscopia de fluorescencia utilizando
DAPI y el anticuerpo anti-T. cruzi-FITC (aumento 400x, escala 100 um).

Teniendo en cuenta el volumen del fagosoma, se estimé el consumo de O; por fagosoma.
La principal reaccién de consumo de 0;"/HO:" en el fagosoma corresponde a la
dismutacién espontanea, la cual es pH-dependiente. En nuestro caso, utilizamos para los
calculos el valor de pH determinado anteriormente, 5.3. En suma, bajo las condiciones
definidas en la tabla 10 y las reacciones presentadas en la tabla 9 se estim6 una
concentracién en estado estacionario en el fagosoma de ~8 x 10® M para el 02"y ~2.5 x
10 M para el HO;* a pH 5.3 al inicio de la fagocitosis (~15 min). Estas concentraciones son
alcanzadas principalmente debido a la ausencia de SOD, al volumen pequeiio del fagosoma
y a la alta velocidad de produccién de 02" por la NOX-2, de ~2 mM/s. Considerando las
concentraciones de estado estacionario estimadas en el lumen del fagosoma y las
correspondientes constantes de difusidn, estimamos un flujo hacia T. cruzi de ~2.3 x 102!
y ~3.0 x 10'*® mol/s para el 0;°" y el HO® respectivamente. Asumiendo un volumen de 1.0
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x 104 L para el parasito internalizado, estos valores corresponden a ~2.3x 107y ~3.0 x 10°
> M/s, para el 02" y el HO;® respectivamente. Es importante recordar que estos valores
fueron determinados utilizando la constante de permeabilidad reportada del O, para
vesiculas de fosfolipidos®?, pero podria ser mayor para la membrana de T. cruzi, por lo que
estos valores podrian estar subestimados. Una observacién interesante de los resultados
obtenidos es que, a pesar de poseer una concentracidon de estado estacionario en el
fagosoma menor, el flujo del HO;® hacia T. cruzi es mayor que el del O,* debido a su mayor
permeabilidad de membrana.

Condiciones utilizadas en los modelos cinéticos

Volumen del fagosoma 1.0x 10" L *
Volumen de T. cruzi 1.0x10™L T
Area superficial de T. cruzi 1.6 x 107 cm? I
Consumo de oxigeno por fagosoma 1.0 x 10" mol/s (0.001 M/s) §
pH fagosomal 53 19
Permeabilidad de membrana del O, 2.1x10% cm/s #
Permeabilidad de membrana del HO," 9x10* cm/s ||
Constante de difusion del O," 0.03 s *
Constante de difusion del HO,® 11.9s! **
Concentracion de estado estacionario del O,™ (fagosoma) 8.3 uM Tt
Concentracion de estado estacionario del HO,® (fagosoma) 2.5 M Tt
Velocidad de difusion del O," 0.2 uM/s (2.3 x 10" molfs) It
Velocidad de difusion del HO,® 30 uM/s (3.0 x 107" mol/s) 1t
Concentracion de Fe-SODB 28 pM §§
Constante de reaccion entre Fe-SODB y O, 7.6x10% M-1s1 1

Tabla 10. * Al inicio de la fagocitosis, el volumen del fagosoma se estima como el volumen del parésito. T Calculado como
se describe en materiales y métodos. ¥ Calculada a partir de micrografias electrénicas (Nogueira N & Cohn Z, 1976; Alvarez
MN et al., 2011; Ley V et al., 1990; Andrews NW et al., 1990; Kress Y et al., 1977) utilizando el software ImageJ como se
describe en materiales y métodos. § Calculado como se describe en materiales y métodos. 9 Medido como se describe
en materiales y métodos. # Ref. Takahashi MA & Asada K (1983). | | Ref. Korshunov SS & Imlay JA (2002). ** Calculada

PxA . . .
como kg = VL x 1073, 1 Calculada como se describe en materiales y métodos. ## Calculada como J;, = kg X Css X
£

V¢ and % = ﬁ—“ §§ Medida como se describe en materiales y métodos. 19 Martinez A et al. (2014).
tc

Posteriormente, se construyé un segundo modelo cinético para estimar la concentracion
de estado estacionario del O™ en el citosol de T. cruzi. Al pH intracelular (7.1)®>
practicamente todo el 0,* se encuentra ionizado (99.6 %)®7). Por lo tanto, teniendo en
cuenta esta consideracion y que la velocidad de formacidn se corresponde con la velocidad
de difusién y la velocidad de consumo con la suma de las velocidades de dismutacion
espontanea y catalizada por la Fe-SODB, se estimdé una concentracion en estado
estacionario de ~1.4 x 10° M para la cepa WT y un orden de magnitud menor para los
parasitos sobrexpresantes de Fe-SODB. Este valor podria ser algo menor si tomamos en
cuenta la reaccion del O, con otros blancos celulares como ser la aconitasa (k ~10” M-1s-
1(57,58)), Sin embargo, conociendo la alta concentracion de Fe-SODB presente en el citosol y
su mayor constante de reaccién (tabla 10), la diferencia entre el estado estacionario
presentado en este trabajo y el calculado teniendo en cuenta a otros blancos es
practicamente nula. Un resultado interesante de esta simulacién es que en ausencia de Fe-
SODB, la concentracidn en estado estacionario de 0" en T. cruzi aumentaria a ~1.2 x 10
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M, mostrando la importancia de esta enzima en la detoxificacion del O, derivado del
macroéfago.

La sobrexpresién de la Fe-SODB aumenta la virulencia en un
modelo agudo murino de |la enfermedad de Chagas

Para obtener una confimacion del aumento de la virulencia en los parasitos
sobrexpresantes de la Fe-SODB in vivo, se realizaron infecciones en ratones C57BL/6. Dado
que el grado de infectividad es muy variable dependiendo de la cepa del ratén, la cepa del
pardsito y las condiciones en las que éstos se mantuvieron en el laboratorio; primero
pusimos a punto la cantidad de tripomastigotas a utilizar con la cepa WT (figura 50 A-B).
Posteriormente, se realizaron infecciones con ambas cepas de pardsitos y se evalud la
parasitemia y la carga parasitaria tisular en tejido de corazén. Los parasitos
sobrexpresantes de la Fe-SODB produjeron valores de parasitemias mayores que el WT
(figura 50 C) y entre 3-4 veces mayor carga parasitaria en corazén (figura 50 D). Estos
resultados, junto a los obtenidos in vitro en este trabajo, muestran que la Fe-SODB cumple
un rol importante para la virulencia en etapas tempranas de infeccidn.

A B Figura 50. La sobrexpresién de la
Fe-SODB aumenta la virulencia
< 807 - 2 1067 ’e?.o%ggwd'a‘ en el modelo agudo murino de la
X 6o. % 5x10 ) .od“ Do s ‘% enfermedad de Chagas. Ratones
hr "@.930 Q"n‘ hembras (10-12 semanas de
E ’Q‘. R \{?gm edad) se inocularon
,-% ) jo’e."?. ‘ ;"} intraperitonealmente con
£ 20 QOQ&-’;’ i "35“\ tripomastigotas (5 x 106 - 2 x 107)
o " o> :q? $=< 054 y la infeccién aguda fue evaluada.
0 T & - v . ’%. * ( A. La parasitemia se midio

0 2 4 6 8 10 ,‘?5%6;"5&' recole
Dias de infeccién ¥ L DR ctando 3 plL de sangre de la
vena de la cola y la cantidad de
c parasitos en 32 campos se contd
150+ . 5- utilizando una camara de
s H,:VQ’ISODB o 4 E;’Z_TSODB N Neubauer. Se muestra la media *
3100_ o T SEM de 5 ratones. B. Imagen de
- 8 34 un campo en donde se observa un
% : 5 tripomastigota entre los gldbulos
.*% 501 S rojos del ratéon (aumento 400x,
o 14 —— escala 50 um). C. Tripomastigotas
e, . ; - v o i : WT o sobrexpresantes de la Fe-
0 2 4 6 8 10 SODB (2 x 107) se utilizaron para

Dias de infeccion infectar los ratones. La

parasitemia se midié como en el
panel A. Se muestra la media * SEM de 5 ratones, *: p < 0.05, test t de Student. D. Luego de 10 dias de infeccion, el
corazén (~100 mg) de los ratones infectados se homogeneizaron en DNAzol y el ADN se purificd siguiendo las
instrucciones del fabricante. La cantidad de ADN de T. cruzi se cuantificé mediante gPCR utilizando la sonda SYBR Green.
La cantidad de ADN del ratén se cuantificé en paralelo utilizando primers especificos para el gen de la GAPDH. El aumento
en la cantidad de ADN de T. cruzi en los corazones de los ratones infectados con la cepa sobrexpresante con respecto al
WT se calculé como 2-22¢, donde ACt representa la diferencia entre el valor Ct de T. cruzi y GAPDH y AACt representa la
diferencia entre el ACt de los parasitos sobrexpresantes y los parasitos WT. Se muestra la media + SEM de 6 ratones por
grupo, *: p <0.01, test t de Student.
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Discusion y conclusiones

El radical 02" es una especie transitoria debido en parte a su dismutacidn espontanea (k =
4,5x10° Ms%, pH 7.4)1%0 y 3 |a eficiente detoxificacidn por parte de la SOD (k ~108-10°)®7
%) Su naturaleza anidnica y su baja permeabilidad de membrana (2 x 10°® cm/s®?)) confina
a esta especie principalmente a su sitio de formacion y en bajas concentraciones de estado
estacionario (~1071% to 101 M en la matriz mitocondrial)7% 72, Sin embargo, en el pequefio
volumen del fagosoma del macréfago y en ausencia de SOD, la concentracién de 0"
generada por la NOX-2 es mucho mayor pudiendo generar dafios al patégeno internalizado.
En neutrdfilos, incluso con la presencia de 1 mM MPO (la cual consume 0;") la
concentracidn de esta especie en estado estacionario se estabiliza en 25 uM3).Debido a
esto, varias cepas patdgenas de microorganismos poseen una isoforma de la SOD
periplasmatica y/o SOD secretada que les defiende del O," generado durante la
fagocitosis®®®?3), En T. cruzi |la presencia de una SOD extracelular es incierta y por lo tanto
la cantidad de esta enzima en el fagosoma no se espera que sea significativa.

Para estudiar la toxicidad del O;* hacia T. cruzi durante la fagocitosis se generaron parasitos
sobrexpresantes de la isoforma citosélica Fe-SODB (figura 38). La concentracion de Fe-
SODB en parasitos WT resulté ser similar a la previamente reportada para la Mn-SOD en
células endoteliales'’? aumentando entre 3-10 veces en la cepa sobrexpresante (figura 38
y tabla 8). Durante la infeccidon en macréfagos, y en presencia del dador de 02°/°NO SIN-1,
esta cepa disminuyd significativamente la formacién de peroxinitrito dentro del parasito
(figura 39 y 40). Los efectos dafiinos del peroxinitrito sobre diferentes biomoéculas son
bien conocidos'’”), siendo una molécula altamente citotdxica para T. cruzi (LDso < 0.3
fmol/T. cruzi)'¥*®), Es interesante notar que este resultado no solo indica que el peroxinitrito
se produce en parte dentro del parasito durante la fagocitosis sino también que la Fe-SODB
contribuye a evitar su formacién. De acuerdo con estas observaciones, los pardsitos
sobrexpresantes de la Fe-SODB resultaron ser mds infectivos en macréfagos tanto
estimulados como no estimulados para la produccién de *NO (figura 41). Esta diferencia no
se observé cuando se utilizaron macréfagos derivados de médula dsea de ratones gp91-
phox’-, confirmando la dependencia del 0,* en los resultados obtenidos anteriormente
(figura 41). De forma contraria a los observado para los parasitos sobrexpresantes de la
Fe-SODB, la sobrexpresidon de la Fe-SODA mitocondrial no resulté en un mayor grado de
infecciéon en macréfagos no estimulados luego de 24 h (figura 42), probablemente debido
a que el Oy* derivado del macréfago no es capaz de difundir hasta la mitocondria de T.
cruzi. Sin embargo, estudios previos han demostrado que esta enzima cumple un rol
importante en la detoxificacidn del O, mitocondrial, previniendo la muerte del parasito
por apoptosis en presencia, por ejemplo, de inhibidores mitocondriales, como ser el *"NO o
el H,0,%% 227) De acuerdo con estas observaciones previas, los parasitos sobrexpresantes
de la Fe-SODA mitocondrial si resultaron ser mas infectivos que el WT en infecciones a
macrofagos estimulados para la produccidn de *NO (IFN-y/LPS, 5 h) (figura 42).

Para que la Fe-SODB tuviese un efecto sobre el O,* generado durante la fagocitosis, el 0"
debia ser capaz de difundir a través de la membrana del parasito. Utilizando la sonda DHE,
y evaluando la produccion del producto especifico de reaccién con 0,* 2-OH-E*, se pudo
corroborar que el O;" atraviesa la membrana de T. cruzi tanto en la forma epimastigota
como tripomastigota y que la sobrexpresién de la Fe-SODB disminuye su concentracién
(figura 43). La aconitasa es uno de los blancos clasicos del 0,*, el cual inactiva a la enzima.
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Al exponer los parasitos de la cepa WT a una fuente exdgena de 0" se observd la
inactivacion de la aconitasa confirmando los resultados obtenidos anteriormente con el
DHE. Asimismo, al utilizar la cepa sobrexpresante de la Fe-SODB se observé que la actividad
de la enzima era mayor que el WT, aun en ausencia de fuente de 0" exdgena (figura 43),
lo cual indica que esta enzima podria cumplir un rol también en la proteccidn contra el O,*
generado de forma enddgena. Por otro lado, se logré determinar que el O, es capaz de
difundir a través de la membrana utilizando canales anidnicos sensibles al inhibidor NPPB
(figura 44). Estudios del genoma de T. cruzi y algunos ensayos experimentales, sugieren la
presencia de dichos canales en la membrana plasmdtica, aunque no han sido
caracterizados aiin‘®4-8%), Asimismo, se pudo corroborar que la difusién del O,* se encuentra
favorecida a pHs acidos (figura 47) debido probablemente a la protonacién y formacion del
radical HO.", el cual posee una permeabilidad de membrana mayor que el 02" (9 x 10*y 2
x 10¢ cm/s®2 20 respectivamente). En los macréfagos la cinética de acidificacion del
fagosoma es rapida‘®> 191, sin embargo el valor de pH durante la fagocitosis de T. cruzi era
desconocido. Para lograr determinar la proporcién de HO;® en el fagosoma determinamos
el pH del fagosoma durante eventos tempranos de fagocitosis (15 min) de T. cruzi en
macroéfagos siendo de ~5.3 lo cual indica que en estas condiciones un ~27% del 0;" se
encuentra como HO;* (figura 46). Dada la mayor permeabilidad de membrana de este
radical respecto al O,* y las altas concentraciones que se esperan en el fagosoma, la
difusidn hacia el patégeno internalizado se torna significativa. De hecho, estudios con cepas
de E. coli deficientes en las SODs periplasmatica y citosélica presentan un 30 % de
inactivacion de la enzima fumarasa cuando las bacterias son expuestas a flujos externos de
02 a pH 6.5 pero no se observa casi inhibiciéon a pH 8.4, cuando la cantidad de HO;" es
despreciable®®, En nuestro caso, la inhibicién de la H*-ATPasa, y por tanto de la
acidificacion del fagosoma, disminuye la deteccién de 2-OH-E* detectado dentro de los
pardsitos, mostrando la importancia en la protonacién del O;* para la difusion (figura 47).
Luego de obtener estos resultados, se construyé un modelo cinético que permitiese
estimar las concentraciones de estado estacionario del par 0;*/HO;* en el fagosoma y en
el citosol de T. cruzi (tablas 9 y 10). Para lograr este objetivo se determiné el valor de
consumo de Oz neto por fagosoma para determinar la actividad de la NOX-2 y por tanto, la
velocidad de produccién de O,* al inicio de la fagocitosis (figura 49). La concentracion en
estado estacionario del O,*" en el fagosoma resultd ser de ~8 uM, valor algo menor pero
en el orden al ya reportado para neutréfilos’3. Una observacién interesante es que,
aunque la concentracién del HO,* estimado resultdé menor (~2.5uM) que la del 0", la
velocidad de difusion hacia T. cruzi de este radical es mucho mayor, principalmente debido
a su permeabilidad de membrana (similar a la del H,0,, 2-16 x 10 cm/s)73 102, 103) " Sjn
embargo, la permeabilidad del O,* varia en funcién de la composiciéon de la membrana,
aumentando en presencia de canales anidnicos(®3). En este trabajo utilizamos la constante
de permeabilidad para el O,* obtenida con vesiculas de fosfolipidos por lo que la velocidad
de difusion estimada para este radical puede estar subvalorada. Posteriormente
determinamos la concentracion de O;" en estado estacionario en el citosol de T. cruzi
siendo, al inicio de la fagocitosis, de ~1.4 x 10° M o de ~9.4 x 10** M para la cepa WT o
sobrexpresante de la Fe-SODB respectivamente. El primer valor es un érden de magnitud
mayor que el reportado para la matriz mitocondrial o el reportado en E. coli en condiciones
normales (rango ~1071° a 101! M)(7%-72), Estas estimaciones muestran la importancia de la
presencia de una enzima robusta, resistente a oxidantes que sea capaz de detoxificar este
radical durante el ataque oxidativo del macréfago®®). De hecho, los célculos en ausencia de
Fe-SODB muestran que la concentracién de O;* en el citosol seria de ~1.2 x 10 M. Por
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ultimo, evaluamos el rol de la Fe-SODB en la virulencia in vivo realizando infecciones en
ratones (figura 50). Los pardsitos sobrexpresantes de la Fe-SODB produjeron mayores
paraistemias y una mayor carga parasitaria tisular en tejido de corazén en la fase aguda de
la infeccion, en concordancia con los resultados obtenidos in vitro. En conjunto, los
resultados de este capitulo confirman que la Fe-SODB contribuye a la virulencia de T. cruzi
durante la fase aguda de la infeccion participando en la detoxificacion del O2* y previniendo
la formacién de oxidantes derivados del huésped.
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Resumen

Durante la fagocitosis de T. cruzi en macrdéfagos el parasito se expone a O,* ya sea generado
por la NOX-2 o debido a la inhibicién mitocondrial *NO-dependiente. El O,* dismuta de
forma espontdnea o catalizada a H;0,. Para protegerse de los efectos nocivos del H,0; el
parasito expresa varias enzimas que catalizan su descomposicién, entre ellas la TcAPx-CcP.
Esta enzima es una hemo-peroxidasa hibrida la cual puede utilizar ascorbato o, como se
mostrd recientemente, cyt c** como agente reductor. A pesar de que se logré medir la
eficiencia catalitica con este ultimo agente, el mecanismo de reaccién aun no estd
dilucidado y sera objeto de estudio de este capitulo. Asimismo, la demostracién reciente
de que esta enzima se encuentra en la membrana plasmatica de las formas infectivas
amastigota y trypomastigota sugiere que la TcAPx-CcP puede tener un rol en la invasion a
células de mamifero y el establecimiento de la infeccidn. En este capitulo exploramos esta
hipédtesis realizando infecciones in vitro a macréfagos y cardiomiocitos e in vivo utilizando
un modelo murino de la fase aguda de la enfermedad.

Resultados mas importantes

e Los espectros de absorcidn de la TcAPx-CcP recombinante muestran la formacion
de un compuesto tipo | caracteristico de la generacion de un radical triptofanilo

(Trp**).

e Utilizando la enzima nativa (WT) y la que posee la mutacion W233F se identifico la
presencia del Trp233°** y de otro radical centrado en la Cys222, sugiriendo un
mecanismo de IET entre el Trp y la Cys.

e Pardsitos sobrexpresantes de la TcAPx-CcP resultaron ser mas infectivos en
macréfagos y cardiomiocitos asi como en un modelo de la etapa aguda de la
Enfermedad de Chagas en ratones.

e Estos resultados confirman la participacién del Trp233 y Cys222 en el mecanismo
catalitico de detoxificaciéon de H,0, dependiente de cyt c?* y sugieren que la enzima
contribuye en la virulencia del parasito.
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Materiales y métodos

Expresion y purificacion de la TcAPx-CcP WT y W233F

La expresion y purificacion de la enzima WT y W233F se realizd como se reporto
previamente(2%8), Brevemente, bacterias E. coli DE3 transfectadas con el plasmido se
cultivaron en medio LB suplementado con ampicilina (100 pug/mL) a 37°C hasta alcanzar
una absorbancia a 600 nm de 0.6. En ese momento se bajo la temperatura a 22°C y se
adiciond IPTG (0.8 mM) y acido y-amino-levulinico (0.5 mM) durante toda la noche. La
purificacion se realizé utilizando columnas de afinidad de niquel (HiTrap 5 mL de Amersham
Biosciences) equilibradas con el buffer de unién (buffer fosfato 50 mM, pH 7.4, imidazol 10
mM y NaCl 500 mM). La elucién se realizé utilizando un gradiente lineal de imidazol (10-
500 mM) en HPLC a un flujo de 3 mL.min™L. El imidazol se removid de las fracciones eluidas
mediante gel filtracién en HPLC utilizando las columnas HiTrap desalting de Amersham
Biosciences y buffer fosfato (50 mM, pH 7.4). La pureza se evalué mediante electroforesis
con SDS al 15 % vy la absorbancia (a 409 nm o 414 nm para la enzima WT o W233F
respectivamente) se utilizé para cuantificar el contenido de holoenzima en la muestra (&=
101 mM1cm™)®218) E| contenido proteico total se midié utilizando el método de Bradford.

Analisis espectroscépico

Los espectros (region UV-visible) de la TcAPx-CcP WT y W233F (2 uM) se obtuvieron a 25°C
en ausencia o presencia de cantidades equimolares de H,0; en buffer PBS.

Andlisis en espectrofotometro de flujo detenido

La TcAPx-CcP WT y W233F (2 uM final) se mezclaron con cantidades equimolares de H.0;
en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4, DTPA 0.1 mM) a 10°C y se midié el cambio de
absorbancia en un espectrofotdmetro de flujo detenido (Applied Photophysics SX-20) cuyo
tiempo de mezclado es < 2 ms. La formacion del compuesto | se evalué midiendo la
absorbancia a 409 nm 0 414 nm para la enzima WT o W233F respectivamente.

Alquilacién de tioles

La alquilacién de tioles en la enzima WT y W233F se realizé incubando la enzima (60 uM)
con NEM (10 mM) durante 2 h en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4) a 4°C. El exceso de NEM
se removid inmediatamente mediante gel filtraciéon utilizando las columnas HiTrap
desalting de Amersham Biosciences y PBS como buffer de elucidn. La alquilacién se
confirmé mediante el ensayo de DTNB(2>7),

EPR e inmuno-spin trapping

Los espectros de EPR de la TcAPx-CcP WT, W233F y las enzimas tratadas con NEM se
registraron a temperatura ambiente (25°C) en el equipo MiniScope MS400 de Magnetech
Instruments. La mezcla de reaccién contenia la enzima (60 pM), 3,5-dibromo-4-
nitrosobencenosulfonato (DBNBS, 10 mM) o DMPO (100 mM), H,0; (60 uM) y DTPA (0.1
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mM) en buffer fosfato (100 mM, pH 7.4). Inmediatamente luego de la adicion del H,0, las
muestras se transfirieron a una celda plana de 100 uL y se registraron los espectros en un
tiempo total de 1 min (una adquisicién). Las condiciones instrumentales fueron: microwave
pover, 20 mW; modulation amplitude, 2.5 G; time constant, 0.2 s; scan rate, 1.67 G/s. En
los experimentos de inmuno-spin trapping, las enzimas WT, W233F y tratadas con NEM (10
uM) se expusieron a H;O, (0-30 uM) en presencia de DMPO (100 mM). Luego del
tratamiento, las proteinas se analizaron mediante electroforesis en gel al 15 % con SDS, se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se bloquearon en PBS y leche descremada
(5 % m/v) durante 1 h. Los aductos DMPO-proteina se detectaron utilizando el anticuerpo
policlonal de gallina anti-DMPO-nitrona (cedido amablemente por el Dr. Ronald Mason) y
el anticuerpo policlonal de conejo anti-TcAPx-CcP. La incubacion de ambos anticuerpos con
las membranas se realizdé 1/2000 en PBS con Tween-20 (0.1 % v/v) y BSA (5 % m/v) durante
1 h a 25°C como se describié previamente!*®). Las membranas se lavaron con PBS y Tween-
20 (0.1 % v/v) y se incubaron durante 1 h a 25°C con el anticuerpo anti-IgG de gallina (IR
Dye-800; Licor Bioscience) y el anticuerpo anti-IgG de conejo (IR Dye-680; Licor Bioscience)
en PBS, Tween-20 (0.1 % v/v) y en una dilucién 1/15000. Las proteinas reactivas se
visualizaron utilizando el sistema de deteccion de fluorescencia en el infrarojo Odyssey de
Licor Bioscience.

Actividad peroxidasa

La actividad peroxidasa se evalud utilizando ascorbato o cyt ¢** como sustrato reductor
como se describié para L. majort?%> 318, E| cyt c se redujo previamente con ditionito y el
exceso de reductor se removié inmediatamente mediante gel filtracion utilizando las
columnas HiTrap desalting de Amersham Biosciences y buffer fosfato (100 mM, pH 7.4)
como buffer de elucién. La concentracidn de cyt c?* se calculé espectrofotométricamente
midiendo la absorbancia a 550 nm (€ssonm = 8900 y 29900 M'cm™ para la forma reducida y
oxidada del cyt c respectivamente). Los ensayos se realizaron en espectrofotémetro (Cary)
a temperatura ambiente y buffer fosfato (100 mM, pH 7.4). La actividad peroxidasa
ascorbato-dependiente se monitored a 290 nm (€290nm = 2800 M*cm™) incubando la
enzima (0-1 puM) con H;0; (40 uM) y ascorbato (200 uM). La actividad peroxidasa
dependiente de cyt c?* se evalud a 550 nm incubando la TcAPx-CcP WT (0.05-0.3 uM) o
W233F (0.1-1 uM) con H,0; (0-40 uM) y cyt c®* (50 uM).

Analisis por espectrometria de masa

La enzima TcAPx-CcP W233F (16 uM) se tratd con cantidades equimolares de H;0; en
buffer fosfato (100 mM, pH 7.4) a 25°C en presencia de DMPO (100 mM). EIl DMPO en
exceso se removidé inmediatamente mediante gel filtracién utilizando la columna HiTrap
desalting de Amersham Biosciences y buffer bicarbonato de amonio (50 mM, pH 8) como
buffer de elucién. La muestra se hidrolizé utilizando la enzima tripsina (relacién
tripsina:proteina de 20:1, grado de secuenciacidon, Promega) durante toda la noche a 37°C.
Los péptidos obtenidos se analizaron utilizando un espectrémetro de masa con triple
cuadrupolo y trampa de iones lineal (QTRAP 4500; ABSciex) acoplado a un HPLC (Infinity
1260; Agilent). Los péptidos se separaron utilizando la columna de fase reversa (Vydac
218TP; C18,150 x 2.1 mm, 5 um) y se eluyeron utilizando un gradiente lineal de acetonitrilo
(0.1 % v/v acido férmico) de 0-45 % en 90 min y a un flujo de 0.25 mL.min™%. El voltaje del
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ionizador de tipo electrospray fue de 5.5 kV y la temperatura del capilar de 500°C. Los
péptidos se detectaron en modo positivo utilizando un rango de masas de 300 a 2000 Da.
A los iones de interés se le realizd MS/MS. Los resultados se adquirieron utilizando el
software Analyst 1.6.2 (ABSciex) y se analizaron utilizando el kit BioTool designado para
PeakView 2.1 (ABSciex).

Parasitos

Los epimastigotas de T. cruzi (CL-Brener, WT) se cultivaron a 28°C en medio BHI
suplementado con SBF (10 % v/v) como se describié previamente(?®®. Los epimastigotas
sobrexpresantes de la TcAPx-CcP se obtuvieron como en trabajos previos(14> 189, 204)
transformando epimastigotas CL-Brener con el pldsmido pTEX-APX-9E10 (cedido
amablemente por el Dr. Shane Wilkinson). Estos pardsitos se cultivaron de la misma
manera que la cepa WT pero suplementando el medio con el antibiético de seleccion G418
(250 pg/mL, Sigma).

Infecciones en células

Epimastigotas se diferenciaron a la forma infectiva tripomastigota metaciclico®?, los
cuales se utilizaron para infectar cultivos confluentes de células Vero (cedidas por la Dra.
Dolores Pifieyro) a 37°Cy 5 % CO,. Cuatro dias post-infeccién se comenzaron a recolectar
del sobrenadante de los cultivos tripomastigotas, los cuales se utilizaron para infectar
macréfagos J774A.1 (ATCC TIB-67) y cardiomiocitos H9c2 (ATCC CRL-1446) en medio
DMEM suplementado con SBF (10 % v/v), penicilina (100 mg/mL) y estreptomicina (100
mg/mL). La infeccidn se realizé en una relacién parésito:célula de 5:1%) en placas Lab-Tek
de vidrio durante 2 h a 37°Cy 5 % CO,. Posteriormente, los parasitos no internalizados se
removieron mediante tres lavados sucesivos con PBS y las células se incubaron a 37°Cy 5 %
CO; durante 24 0 96 h en DMEM con SBF (10 % v/v). Luego de este periodo las células se
fijaron con PFA (4 % v/v en PBS) durante 10 min a temperatura ambiente, se lavaron con
PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 (0.1 % v/v en PBS) conteniendo el fluoréforo
DAPI (5 pg/mL) durante 10 min a temperatura ambiente. El nimero de parasitos cada 100
macrofagos o cardiomiocitos se determind contando la cantidad de amastigotas
intracelulares y la cantidad de células utilizando un microscopio de fluorescencia (Nikon
Eclipse TE-200) con un amento de 1000x. Al menos 1000 células de tres experimentos
independientes se contabilizaron. Los resultados se expresan como la cantidad de
amastigotas cada 100 células.

Infecciones en animales

Ratones BALB/c machos o C57BL/6 hembras de 7-10 semanas de edad se inocularon
intraperitonealmente (5 ratones por grupo) con tripomastigotas derivados de cultivos (1.5
x 107) de la cepa CL-Brener (WT) o sobrexpresantes de la TcAPx-CcP. La parasitemia se
evalué a partir de sangre de la vena de la cola (3 pL) contando la cantidad total de
tripomastigotas sanguineos en 32 campos en una camara de Neubauer a un aumento de
400x. El protocolo utilizado fue aprobado previamente por el Comité de Etica en el Uso de
Animales de la Facultad de Medicina, UDELAR (expediente no. 070153-000119-5) y las
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personas que manipularon los animales se encontraban acreditadas por la Comision
Honoraria de Experimentacién Animal.

Analisis de datos

Los datos presentados en este capitulo, a no ser que se especifique lo contrario,
corresponden a las medias de replicados independientes + SEM. Las medias se compararon
utilizando el test t de Student en donde un p < 0.05 se considerd significativo.
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Espectros de absorcién de la TcAPx-CcP en presencia de H,0,
y formacién del compuesto tipo |
La enzima nativa (WT) y la enzima mutada en el Trp233 (W233F) se expresaron y purificaron

a partir de cultivos de E. coli (>99 % de pureza) siguiendo el protocolo de purificacidn
reportado previamente(2%®) (figura 51).

WT W233F
Figura 51. Purificacion de la TcAPx-CcP WT y
1 2 34 56 7 8 9 10 11 12 W233F. Las fracciones de elucion obtenidas
= durante la purificacién mediante columna de
- = - afinidad de niquel utilizando un gradiente
= — e@@e < TcAPX-CcP lineal de imidazol de la enzima WT (carriles 1-
- e e o 8) o W233F (carriles 9-12) se analizaron por

electroforesis con SDS en gel al 15 % vy tincion
de Coomassie blue.

Dado que recientemente se mostré que la TcAPx-CcP pertenece a la clase de
hemoperoxidasas hibridasi?°®), que utilizan tanto ascorbato como cit c¢2* como agente
reductor, se procedid a dilucidar el mecanismo de reaccion entre esta enzima y el H,0..
Leishmania major posee una APx-CcP?'®) cuyo mecanismo de reaccién con el H,0;
involucra a un Trp208 cercano al hemo, el cual rapidamente reduce al radical centrado en
la porfirina del compuesto | dando lugar a un radical catidnico en dicho aminoacido y
formando lo que se denomina un compuesto tipo | (del inglés: I-like) (figura 19). Para
investigar si la TcAPx-CcP forma este compuesto se realizaron espectros de absorcién (de
350 a 650 nm) antes y después de la adicién de cantidades equimolares de H,O; (figura 52
A).

409 nm 420 nm 03414 nm 418 nm
0.3 \ / .31
539 560
© [}
E ! E
H 0.24 H
e} e
[ .
2 2
2 0.1 2
< <
0.0 T T T 0.0 T T T
400 500 600 400 500 600
C A (hm) A (nm)
— 0.501 Figura 52. Analisis espectroscopico de la TcAPx-CcP WT y
PP AamoERAzAn W233F. Espectros de absorcion de la TcAPx-CcP WT (2 uM) (A)
e y la W233F (B). Las flechas indican el maximo de absorbancia

antes (linea sdlida) o después (linea punteada) del agregado de
cantidades equimolares de H,0,. El corrimiento en el pico de
Soret es indicativo de la formacién del compuesto tipo I. C. La
enzima W233F se incubd con (linea punteada) o sin (linea sélida)
H,0, a 10°C y el cambio de absorbancia en el pico de Soret (414

0.10 nm) se midié en espectrofotémetro de flujo detenido. La
disminucion en el pico de Soret es indicativo de la formacion del
compuesto I.

s o
& 8

o
8

Absorbancia (414 nm
o
F-S

o
IS
[

002 004 006 0.08
Tiempo (s)



Capitulo 3
Resultados

La enzima posee un maximo de absorbancia a 409 nm que se corre a 420 nm frente al
agregado de H;0,, con la aparicidn adicional de dos picos pequeios a 539 y 560 nm. Estos
cambios espectrales son indicativos de la generacién de un compuesto tipo |(20> 316,317)
(figura 52 A). Al analizar la enzima W233F, el pico de Soret aparecié con un maximo a 414
nm, indicando que el reemplazo del aminodcido perturba estructuralmente el
microambiente del hemo (figura 52 B). Al agregar H,O, a la W233F el corrimiento se
produjo a 418 nm y solamente uno de los dos picos nuevos se observo (560 nm) (figura 52
B). Posteriormente, dado que la formacion del compuesto tipo | es muy rapida, se
realizaron experimentos en un espectrofotometro de flujo detenido a 10°C para intentar
detectar la formacién del compuesto | clasico. En las hemoperoxidasas, la formacién del
compuesto | conduce a una disminucién en el pico de Soret!20%317.318) | cual se puede
observar por ejemplo en la peroxidasa de rabano (HRP) y en la APx-W208F de L. major,
cuya mutacién aumenta la vida media del compuesto 112%%), En el caso de la TcAPx-CcP-
W233F se registré una disminucién muy rapida de la absorbancia a 414 nm (5 ms), que
luego desaparecio, sugiriendo que la formacién del compuesto | ocurre pero que
rapidamente se transforma en un compuesto tipo | alternativo (figura 52 C). Este resultado
nos condujo a plantearnos la hipdtesis de que otros aminodcidos, adicionamente al Trp233,
podrian reducir al compuesto I.

Deteccidn del radical Trp233°* y rol de la Cys222

Se realizaron experimentos de EPR para determinar los aminoacidos involucrados en el
ciclo catalitico de la TcAPx-CcP luego del agregado de H,O.. Se registraron espectros de las
enzimas (60 uM) en presencia de cantidades equimolares de H,0, y el spin trap DBNBS (10
mM). La sefial generada por la adiciéon de dicho compuesto a la proteina se pierde en
presencia de la mutacion W233F (figura 53) demostrando la participacion de este
aminodacido en la generacion del compuesto tipo | del ciclo catalitico.

wt W233F

A I i i

DBNBS Figura 53. Registros de EPR. La TcAPx-CcP WT o
2a,=64 G W233F (60 uM) se incubd con DBNBS (10 mM) en

[~ ausencia (A) o presencia (B) de H,0; (60 uM) y la
muestra se analiz6 por EPR.
B
DBNBS W
H,0, 20G

Posteriormente, se analizd si otros aminodcidos podrian también participar generando un
compuesto tipo | alternativo. Un andlisis estructural del ambiente cercano al hemo en
peroxidasas hibridas de tipo A reveld la presencia de un residuo de cisteina (Cys222 para la
TcAPx-CcP) cercana al Trp233(205 316) |5 cual no se encuentra en la familia de APx?¥7), Es
mas, la mutacién en la Cys197 en la enzima andloga de L. major disminuye mas de 100
veces la actividad peroxidasa dependiente de cyt c?* sin afectar su actividad ascorbato-
dependiente(29> 316) Debido a este precedente, y a los resultados espectroscépicos
mostrados en el apartado anterior, decidimos explorar el rol de la Cys222 en la actividad
peroxidasa dependiente de cyt c?* alquilando los tioles de la enzima con NEM. De las 6 Cys
presentes en la TcAPx-CcP, solamente 4 se encuentran accesibles al solvente. Como se
muestra en la figura 54, la enzima WT tratada con NEM reacciona con H;0; generando un
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compuesto tipo | (figura 54 A), sin embargo, la actividad peroxidasa dependiente de cyt c*
de la enzima tratada disminuyd un 70 %, mientras que la actividad peroxidasa ascorbato-
dependiente no se vio afectada (figura 54 D). De manera interesante, cuando la enzima
W233F tratada con NEM se expuso a H;0;, no se observaron cambios en el pico de Soret
(figura 54 C) y la actividad peroxidasa ascorbato-dependiente también se vio afectada

(figura 54 D). Estos

A B 05 1 resultados indican que
o 22 £ n alguna cisteina
2 0.154 £ 04 accesible al solvente
1]
£ 010 s (probablemente la

. v

é 0.05 2 031 Cys222 cercana al hemo
' y al Trp233) es necesaria
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C D,_ edede Figura 54. Actividad peroxidasa
0.157 &o 0.03 ek de la TcAPx-CcP pre-tratada con
© = _ NEM. A. Espectros de absorcion

S 0.104 2 0.02 - de la TcAPx-CcP pre-tratada con
g E NEM (2 uM) antes (linea sélida)
] o y después (linea punteada) del

. 0.01
é 0.05 CH agregado de H,0, (2 uM). B.
é i Actividad dependiente de cyt c2*
0.00 T T — g 0.0 ) de la TcAPx-CcP tratada (linea
400 500 600 NEM - + - + punteada) o no tratada (linea
A (nm) wt W233F sélida) con NEM. La actividad se

midié siguiendo el cambio de
absorbancia a 550 nm de la enzima (0.01 pM) con H,0; (20 uM) y cyt c2* (20 uM). La flecha indica el agregado de la
enzima. C. Espectros de absorcidn de la TcAPx-CcP tratada con NEM (2 uM) antes (linea sélida) y después (linea punteada)
del agregado de H,0; (2 uM). D. Actividad peroxidasa dependiente de ascorbato de la TcAPx-CcP WT (0.13 uM) y W233F
(1 uM) tratadas (+) o no tratadas (-) con NEM. El ensayo se realizd en presencia de ascorbato (200 uM) y se graficaron las
pendientes (UA.seg?) del cambio de absorbancia a 290 nm. Se muestra la media + SEM de n = 5. *** denota diferencias
significativas con un p < 0.0001 segun el test t de Student.

Posteriormente, se procedié a detectar mediante Western blot la presencia de un radical
tiillo en las enzimas (10 uM) expuestas a H,0, (0-30 uM). Para ello se utilizé el spin trap
DMPO (100 mM) y los aductos DMPO-nitrona se evaluaron utilizando el anticuerpo anti-
DMPO®), En la enzima WT, se observd la presencia de aductos de manera creciente con
la concentracién de H,0; utilizada (figura 55 A). Esta sefial se inhibié completamente al
pre-tratar la enzima con NEM, sugiriendo fuertemente la participacion de cisteinas en
dichos aductos (figura 55 A). Ademads, esta sefial aumento significativamente en la enzima
W233F, sugiriendo que en la ausencia del Trp233, la Cys222 podria participar en la
reduccion del compuesto |, conduciendo a la formacién de un compuesto tipo | alternativo.
Estos resultados se corroboraron mediante experimentos de EPR (figura 55 B). La reaccion
de la enzima WT (60 uM) con cantidades equimolares de H,0, en presencia de DMPO (100
mM) condujo a la aparicibn de una sefial paramagnética, la cual aumentd
significativamente en la enzima W233F (figura 55 B). Por otro lado, la sefial observada se
inhibié casi completamente al tratar previamente las enzimas con NEM (figura 55 B),
sugiriendo fuertemente que el aducto DMPO-proteina se encuentra en alguna cisteina
importante para la actividad peroxidasa (figura 54 B y D). Por ultimo, para confirmar la
posicién de la cisteina involucrada en el ciclo catalitico, se realizé un mapeo peptidico por
espectrometria de masa de la TcAPx-CcP W233F expuesta a H;0,. En estas condiciones se
detectd, entre otros, al péptido L?%3-K?3” con el DMPO unido a la Cys222 (tiempo de elucién
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en el HPLC = 60.2 min y m/z para el ion tetra cargado [M+DMPO+4H]* = 971.4) (figura 55
C). En resumen, los resultados de EPR, Western blot y MS confirman la formacién de un
radical en la Cys222 lo cual conduce a la generacidon de un compuesto tipo | alternativo en
el ciclo catalitico de la TcAPx-CcP.

Awew ootos ot e e i e o e
. La TcAPx-Cc y um),

H,0, = 10 - = Anti-DMPO tratadas (+) o no tratadas (-) con NEM, se
(M) Anti-TcAPx-Ccp ~ €xpusieron a H,0, (0-30 uM) en presencia
- - Anti-DMPO de DMPO (100 mM). Las muestras se
Wt W233F analizaron mediante Wester blot utilizando

A 108 ‘ ‘ . los anticuerpos anti-DMPO (verde) y anti-
DMPO WWMWW WMWWW TcAPx-CcP (rojo) como control de carga. En
e

la segunda linea se observa la superposicion

de ambos canales. B. Espectros de EPR de la

{E ; TcAPx-CcP WT  (izquierda) y W233F
DMPO WMW‘F{WVMW w (derecha) (60 uM) en presencia de DMPO
H,0, (100 mM) antes (linea A) y después (linea B)

del agregado de H,0, (60 uM). La linea C es

igual a la linea B excepto que las enzimas
NEM MMM»MWMW me” MWW fueron pre-tratadas con NEM. C. Analisis por

espectrometria de masa del aducto TcAPx-

C

- by by 1 1"

\ CcP-DMPO. La TcAPx-CcP W233F (16 pM) se
2WL-G.LF-N-D E E\T L H& CiG- EcZZZ lHi N [ LG "”4‘] LD -k expuso a H,0, (16 uM) en presencia de
¥Yi '— JYae Vi) V10V9Y Y1 Ve¥s Y V2 DMPO (100 mM), se hidrolizd con tripsina y
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fragmentacion del ion tetra-cargado de m/z
971.1. En la figura se muestra la secuencia
del péptido y los fragmentos detectados.
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Aumento de la virulencia en los parasitos sobrexpresantes de
la TcAPx-CcP

Dado que la TcAPx-CcP forma parte del sistema antioxidante del parasito, se investigo si el
aumento en el contenido de esta enzima le conferia una ventaja para su supervivencia en
el macréfago. Para ello, se infectaron macréfagos con pardsitos tripomastigotas WT o
sobrexpresantes de la TcAPx-CcP y se evalué el grado de infectividad a las 24 h midiendo la
cantidad de amastigotas intracelulares. Los parasitos sobrexpresantes de la TcAPx-CcP
fueron mas resistentes a la toxicidad del macréfago comparados a la cepa WT, indicando
la participacion de esta enzima en la detoxificacién del H,0; generado durante la fagocitosis
(figura 56 A). Posteriormente, se evalud la infectividad en cardiomicitos. Se utilizaron estas
células ya que el tejido cardiaco es uno de los sitios de preferencia de localizacion del
parasito en la etapa crdnica de la enfermedad. Resultados previos han mostrado que la
infeccion por T. cruzi a cardiomiocitos conduce al establecimiento de una disfuncion
mitocondrial, con un aumento en la produccién de H,O3 y citoquinas pro-inflamatorias (IL-
1B y TNF-a)329), Se evalud la infectividad de parastios WT y sobrexpresantes de la TcAPx-
CcP luego de 96 h de infeccidon, tiempo suficiente para que se produzca la disfuncion
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mitocondrial en los cardiomiocitos y que los amastigotas se repliquen en el citosol. De la
misma manera que se observé para los macréfagos, los pardsitos sobrexpresantes de la
TcAPx-CcP resultaron ser mds infectivos que los WT (figura 56 A). Estos resultados
correlacionan con estudios in vitro donde parasitos que no contienen TcAPx-CcP presentan
niveles menores de infectividad en mioblastos®®'?. Por Gltimo, y para validar el aumento en
la virulencia de los pardsitos sobrexpresantes de la TcAPx-CcP in vivo, realizamos
infecciones en ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6 (figura 56 B). Los resultados
obtenidos muestran que los parasitos sobrexpresantes de la TcAPx-CcP poseen mayores
parasitemias durante la etapa aguda, confirmando que esta enzima le confiere a T. cruzi
una mayor capacidad de sobrevivir y replicarse durante esta etapa de la enfermedad.

Figura 56. La sobrexpresion de TcAPx-
CcP aumenta la virulencia en T. cruzi.
—l— A. Tripomastigotas derivados de
cultivo se utilizaron para infectar las

20+ * células en una relacién parasito:célula
T de 5:1. Luego de 24 h (macréfagos) o
96 h (cardiomiocitos) se evalud la

10+ cantidad de amastigotas cada 100
células mediante tincién de nucleos
con DAPI utilizando un microscopio de
0 T T fluorescencia. Se muestra la media *
SEM de n = 3. *denota diferencias
Macroéfagos Cardiomiocitos significativas con un p < 0.05 utilizando

el test t de Student. B. Tripomastigotas

BALB/c C57BL/6 derivados de cultivo (1.5 x 107) se

*
509 - CL-Brener utilizaron para infectar ratones BALB/c
2507 - CL-Brener T
-~ TcAPx-CcP -
2004 TeAPX-CCP 40- o C57BL/6 (n 5 por grupo). la

A . B CL-Brener [ TcAPx-CcP

Amastigotas/100 células

w

parasitemia se evalué a partir de
sangre de la vena de la cola extraida a
diferentes dias post-infeccidn
contando la cantidad de pardsitos en
501 101 camara de Neubauer en microscopio.
0 . - . 0 Se muestra la media £ SEM de n = 5.

Parasitos.mL? (x10%)
3
w
<
*

T T

0 2 4 6 g 0 2 4 6 8  *denota diferencias significativas con
Tiempo (dias) Tiempo (dias) un p < 0.05 utilizando el test t de
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Discusion y conclusiones

Estudios previos mostraron que la TcAPx-CcP es una peroxidasa hibrida de tipo A que puede
utilizar tanto ascorbato como cyt cZ* como agente reductor(2%®), A diferencia de las hemo-
peroxidasas clasicas, el analisis espectral de la reaccién de la enzima con H,0, mostré la
formacién de un compuesto tipo | (figura 52 A) caracteristico de la generacion de un
Trp233°** en la proteina®®'®), La participacion de este radical en el ciclo catalitico se pudo
comprobar mediante experimentos de EPR (figura 53) y mediante la utilizacién de la
enzima W233F. En esta enzima no se detecta la sefial de EPR observada en la enzima WTy,
a su vez, posee una disminucién considerable de su actividad peroxidasa dependiente de
cyt ¢2*(2%8) (figura 53). El andlisis de la reaccién entre la enzima W233F y H,0; en busca de
la deteccién del compuesto | clasico derivd en el descubrimiento de la formacién de un
compuesto tipo | alternativo (figura 52 By C). Este resultado indica que, ademas del Trp233,
otro aminoacido cercano al hemo es capaz de reducir al compuesto |. Las hemo-
peroxidasas hibridas de tipo A contienen un residuo de Cys cercano al hemo (Cys222 y
Cys197 para T. cruzi y L. major respectivamente)?'®)., Experimentos de inmuno-spin
trapping, EPR y espectrometria de masa utilizando DMPO revelaron la presencia de un
radical tiilo en la Cys222 de la enzima WT expuesta a H,0;, el cual aumenta en la enzima
W233F (figura 55). En este sentido, la alquilacién de tioles dramaticamente disminuyd la
actividad peroxidasa cyt c** dependiente (figura 54 B). Por otro lado, se evalud el rol de la
TcAPx-CcP en la virulencia utilizando cultivos celulares y un modelo de infeccién aguda de
Enfermedad de Chagas en ratones. Se utilizaron dos modelos celulares (macréfagos y
cardiomiocitos) relevantes en el ciclo de vida del pardsito y en los que se genera H;0>
durante la infeccion(1%22.320) En ambos modelos, los parasitos sobrexpresantes de la TcAPx-
CcP resultaron ser mas infectivos que la cepa WT, de acuerdo con la hipétesis de que esta
peroxidasa juega un rol importante en la proteccion de T. cruzi de los efectos citotoxicos
derivados del H,0; proveniente de la célula huésped (figura 56 A). Analisis protedmicos
recientes indican que cepas virulentas de T. cruzi expresan niveles altos de TcAPx-CcP, la
cual aumenta en la fase infectiva’®® 3%, Sin embargo, aunque los estudios con parasitos
gue no contienen TcAPx-CcP muestran que estos parasitos son mas susceptibles a la
muerte por oxidantes in vitro, la actividad de esta enzima en dicho trabajo no resulté
determinante para el establecimiento de la infeccion en un modelo animal de la
enfermedad de Chagas?*®). Una posible explicacién para este resultado podria ser que T.
cruzi se encuentra muy bien adaptado a infectar y permanecer en el huésped vertebrado y
posee actividades enzimaticas redundantes que le permiten sobrevivir al ataque oxidativo.
Los parasitos que no contienen TcAPx-CcP, contienen otras peroxidasas, incluyendo a la
CPX, que son capaces de detoxificar H,0 (k TcAPx-CcP- H20; = 2.9 x 107 M1s1(208) y k CPX-
H,02 = 3 x 107 M1s1321)), Ademds, dos supuestas hemo-peroxidasas adicionales se
encuentran en el genoma del pardsito (TcCLB.507011.130 y TcCLB.511143.30) las cuales
aun no se han caracterizado y estudiado. Por lo tanto, realizamos infecciones en ratones
(BALB/c y C57BL/6) utilizando parasitos sobrexpresantes de la TcAPx-CcP para determinar
su rol in vivo. Las parasitemias de estos ultimos fueron significativamente mas altas que las
de la cepa WT (figura 56 B). Este resultado confirma que la TcAPx-CcP contribuye a la
virulencia del parasito, al menos en el modelo murino utilizado en este trabajo. En
resumen, los datos presentados en este capitulo proveen evidencias mecanisticas del ciclo
catalitico de la TcAPx-CcP, el cual involucra a los residuos Trp233 y Cys222 cercanos al hemo
(esquema 2) y contribuyen a definir su rol bioldgico en la Enfermedad de Chagas.
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Durante la fagocitosis de T. cruzi en macréfagos se activa la NOX-2 con la consecuente
produccién de grandes cantidades de O,* hacia el lumen del fagosoma. El O,*" a pH 4cido
parcialmente se protona y forma HO;® (pKa = 4.8). En este trabajo se muestra que ambas
especies son capaces de atravesar la membrana del parasito y ejercer efectos toxicos
intracelulares. En condiciones pro-inflamatorias, se induce la producciéon de *NO por la
iNOS. Este radical posee una capacidad de difusion muy alta y, en presencia de 0,*, genera
peroxinitrito. A su vez, el *NO inhibe el complejo IV de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, lo cual genera un aumento en la producciéon de 0;* en la
mitocondria (esquema 3).

En este trabajo se muestra que el peroxinitrito inhibe a las Fe-SODA (mitocondrial) y Fe-
SODB (citosélica) del parasito debido a la nitracién de la Tyr35. Esta modificacién es menor
en la Fe-SODB debido a la presencia de una cisteina, Cys83, que esta ausente en la isoforma
mitocondrial y que reduce, mediante un mecanismo de IET, al Tyr35-O° previniendo la
nitracién e inactivacion de la enzima (esquema 3). El Cys83-S* generado es finalmente
reducido por la T(SH),, principal tiol de bajo peso molecular de T. cruzi, permitiendo que la
Fe-SODB pueda reaccionar con mas de una molécula de ONOO' sin ser inactivada in vivo.
Como perspectiva, seria interesante generar los mutantes en la Fe-SODB en los Trp79 y
Trp9 por fenilalanina (aminoacido presente en estas posiciones en la Fe-SODA
mitocondrial) para corroborar experimentalmente el mecanismo de IET propuesto en este
trabajo. A su vez, resta evaluar si el GSH (presente a una concentracion de 0.23 + 0.06 mM
en epimastigotas)1°® es capaz de reparar al Cys83-S° como lo hace la T(SH)a.

La diferencia de susceptibilidades encontradas en las Fe-SODA y Fe-SODB expuestas a
ONOO nos condujo a pensar que la Fe-SODB podria tener un rol en la defensa del parasito
durante la fagocitosis, momento en el cual el flujo de ONOO" hacia el parasito es alto.
Utilizando parasitos sobrexpresantes de la Fe-SODB se encontrd que esta enzima protege
al parasito de los efectos tdxicos directos e indirectos del O,*, por ejemplo la generacién
de peroxinitrito (esquema 3). Los parasitos sobrexpresantes resultaron ser mas infectivos
gue el WT en infecciones a macréfagos e in vivo en un modelo de la etapa aguda de la
enfermedad en ratones. Como perspectiva, resta estudiar el rol de la Fe-SODB durante la
fase crénica de la enfermedad. Para ello seria interesante realizar infecciones en
cardiomiocitos con la cepa sobrexpresante de la enzima y evaluar la carga parasitaria in
vivo a los seis meses de infeccion (fase crénica). Por otro lado, es de interés continuar en el
estudio del rol de la Fe-SODA durante la fagocitosis en condiciones de inmunoestimulacién.

T. cruzi contiene varias enzimas capaces de detoxificar el H,0,. Una de ellas es una
hemoperoxidasa hibrida (APx-CcP) la cual utiliza ascorbato o cyt c2* como agente reductor
y que se encuentra localizada en el reticulo endoplasmatico, en la membrana externa
mitocondrial y en la membrana plasmatica de T. cruzi. En este trabajo se profundizo en
dilucidar el mecanismo catalitico de esta enzima, encontrandose que el Trp233 y la Cys222
participan del mismo. La reaccion entre la APx-CcP y el H,02 deriva en la formacién de un
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compuesto | que rapidamente, y de forma mayoritaria, forma el Trp233-0° a expensas de
la reduccion de la porfirina (compuesto tipo 1I). De forma minoritaria se detectd la
formacién del Cys222-S* (compuesto tipo | alternativo) (esquema 3). Por otro lado, dado
que recientemente se encontrd que la enzima posee otros sitios de localizacién ademas del
reticulo endoplasmatico, se decidié estudiar su rol en la defensa del parasito durante la
infeccidn a células de mamifero (macréfagos y cardiomiocitos) y en infecciones a ratones.
Los parasitos sobrexpresantes de la APx-CcP resultaron ser mads infectivos que el WT en
estas células y presentaron una mayor parasitemia in vivo. Como perspectivas, interesa
estudiar la reactividad de la APx-CcP con peroxinitrito, obtener la estructura cristalografica
de la proteina y evaluar la actividad enzimatica en presencia de cyt c?* de T. cruzi.
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Anexo - Abreviaturas

- Abreviaturas

2-OH-E* 2-hidroxietidio

3-NT 3-nitrotirosina

AA Antimicina A

ACN Acetonitrilo

APx Ascorbato peroxidasa

APx-CcP Ascorbato peroxidasa de T. cruzi

B-Al Bafilomicina Al

BHI Medio de cultivo “brain heart infusion”
BMDM Macréfagos derivados de médula dsea
BSA Albumina sérica bovina

CaM Calmodulina

CcP Citocromo c peroxidasa

CGD Enfermedad granulomatosa crénica
COs*™ Radical carbonato

CPX Peroxirredoxina citosodlica de T. cruzi
Cu Cobre

Cytc Citocromo ¢

Cyt c?* Citocromo c reducido

DAPI 4' 6-diamino-2-fenilindol

DBNBS 3,5-dibromo-4-nitrosobencenosulfonato
DHE Dihidroetidio

DMEM Medio de cultivo “Dulbecco's Modified Eagle's Medium”
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DMPO 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido
dPBS Solucién “Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline”
DPI Difeniliodonio
DTNB Acido 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoico)
DTT Ditiotreitol
E
E* Etidio
EDRF Factor de relajacion derivado del endotelio
eNOS Oxido nitrico sintasa endotelial
EPR Resonancia paramagnética de electrones
F
FAD Dinucledtido de flavina y adenina
Fe Hierro
Fe*4=0 Oxoferrilo
Fe-SODA Superoxido dismutasa mitochondrial de T. cruzi
Fe-SODB Superoéxido dismutasa citosdlica de T. cruzi
FITC Isotiocianato de fluoresceina
FL-B Fluoresceina boronato
FMN Flavin mononucleétido
G
G418 Geneticina
GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GSH Glutation
H
HiB Tetrahidrobiopterina
H20. Perdxido de hidrégeno
HRP Peroxidasa de rabano
/
IET Transferencia de electrones intramolecular
IFN-y Interferén-gamma
iNOS Oxido nitrico sintasa inducible
IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
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LB Medio de cultivo “Luria-Bertani”

L-NAME L-arginina metil ester

LOO® Radical lipidico peroxilo

LPS Lipopolisacarido

Mn Manganeso

MPO Mieloperoxidasa

MPX Peroxirredoxina mitocondrial de T. cruzi
N,O3 Oxido de nitrégeno (l11)

N2O4 Oxido de nitrégeno (1V)

NADPH Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
NBT Nitro blue tetrazolium

NEM N-etilmaleimida

nNOS Oxido nitrico sintasa neuronal

*NO Oxido nitrico

*NO; Didxido de nitrégeno

NOy Nitrito

NOs" Nitrato

NOC-12 1-hidroxi-2-oxo-3-(N-etil-2-aminoetil)-3-etil-1-triazeno
NOS Oxido nitrico sintasa

NOS-2 Oxido nitrico sintasa inducible

NOX NADPH oxidasa

NOX-2 NADPH oxidasa-2

NPPB Acido 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino) benzoico
0" Superoéxido

*OH Radical hidroxilo

O/N Durante toda la noche

ONOOr Peroxinitrito anién

ONOOCOy Nitrosoperoxocarboxilato

ONOOH Acido peroxinitroso
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P

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
PBN 4-(2-piridilazo)-resorcinol y fenil-N-butil nitrona
PBS Buffer fosfato salino
PFA Paraformaldehido
PMN Polimorfonuclear/es
R
RNS Especies reactivas del nitrégeno
ROS Especies reactivas del oxigeno
S
SBF Suero bovino fetal
SDS Dodecilsulfato sédico
SIN-1 3-morfolinosidnonimina
SOD Superoxido dismutasa
T
TcAPx-CcP Ascorbato peroxidasa de T. cruzi
TcGPx Glutation peroxidasa de T. cruzi
TEMED Tetrametiletilendiamina
TFA Acido trifluoroacético
TryR Tripanotiona reductasa
TryS Tripanotiona sintetasa
TS Tripanotiona sintetasa
TS Tripanotiona oxidada
T(SH):2 Tripanotiona reducida
TXN Triparredoxina
X
X Xantina
X0 Xantina oxidasa
Z
Zn Zinc



